
ES
 2

 6
21

 1
81

 T
3

11 2 621 181

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12N 9/42 (2006.01)

C12N 15/52 (2006.01)

C12P 7/06 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 23.11.2009 PCT/US2009/065571

87 Fecha y número de publicación internacional: 27.05.2010 WO10060056

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 23.11.2009 E 09828362 (5)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 18.01.2017 EP 2361311

Levaduras que expresan celulasas para la sacarificación y fermentación simultáneas
utilizando celulosa

 Título:54

30 Prioridad:

21.11.2008 US 116981 P

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
03.07.2017

73 Titular/es:

LALLEMAND HUNGARY LIQUIDITY
MANAGEMENT LLC (50.0%)
Nepfurdo utca 22, Bldg. B, 13th Floor
1138 Budapest, HU y
STELLENBOSCH UNIVERSITY (50.0%)

72 Inventor/es:

MCBRIDE, JOHN;
BREVNOVA, ELENA;
GHANDI, CHHAYAL;
MELLON, MARK;
FROEHLICH, ALAN;
DELEAULT, KRISTEN;
RAJGARHIA, VINEET;
FLATT, JIM;
VAN ZYL, EMILE;
DEN HAAN, RIAAN;
LAGRANGE, DANIE;
ROSE, SHAUNITA;
PENTTILA, MERJA;
ILMEN, MARJA;
SIIKA-AHO, MATTI;
UUSITALO, JAANA;
HAU, HEIDI HANSON;
RICE, CHARLES;
VILLARI, JEFF;
STONEHOUSE, EMILY A.;
GILBERT, ALAN;
KEATING, JEFFREY D.;
XU, HAOWEN;
WILLES, DEIDRE;

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



ES
 2

 6
21

 1
81

 T
3

11 2 621 181

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

72 Inventor/es:

SHIKHARE, INDRANEEL;
THORNGREN, NAOMI;
WARNER, ANNE K. y
MURPHY, DAN

74 Agente/Representante:

ISERN JARA, Jorge

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



2

DESCRIPCIÓN

Levaduras que expresan celulasas para la sacarificación y fermentación simultáneas utilizando celulosa

Antecedentes de la invención5

La biomasa lignocelulósica es muy reconocida como una fuente prometedora de materia prima para la producción de 
combustibles y productos químicos renovables. El obstáculo principal que impide la producción más generalizada de 
energía a partir de materias primas de biomasa es la ausencia general de tecnología asequible para superar la 
recalcitrancia de estos materiales a la conversión en combustibles útiles. La biomasa lignocelulósica contiene 10
fracciones de hidratos de carbono (por ejemplo, celulosa y hemicelulosa) que pueden convertirse en etanol. Para 
convertir estas fracciones, la celulosa y la hemicelulosa deben convertirse o hidrolizarse finalmente en 
monosacáridos; esto es, la hidrólisis que ha demostrado ser históricamente problemática. 

Los procesos biológicamente mediados son prometedores para la conversión de energía, en particular, para la 15
conversión de biomasa lignocelulósica en combustibles. Los esquemas de procesamiento de biomasa que implican 
la hidrólisis enzimática o microbiana normalmente implican cuatro transformaciones biológicamente mediadas: (1) la 
producción de enzimas sacarolíticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrólisis de componentes de hidratos de 
carbono presentes en biomasa pretratada en azúcares; (3) la fermentación de azúcares de hexosa (por ejemplo, 
glucosa, manosa y galactosa) y (4) la fermentación de azúcares de pentosa (por ejemplo, xilosa y arabinosa). Estas 20
cuatro transformaciones se producen en una sola etapa en una configuración de proceso denominado 
bioprocesamiento consolidado (BPC), que se diferencia de otras configuraciones menos altamente integradas y que 
no implica una etapa de proceso especializada para la producción de celulasa y/o hemicelulasa.

El BPC ofrece la posibilidad de reducir costes y de aumentar la eficacia en comparación con los procesos que 25
representan una producción de celulasa especializada. Los beneficios resultan en parte de evitar inversiones de
capital, sustratos y otras materias primas e instalaciones asociadas con la producción de celulasa. Además, diversos 
factores apoyan la realización de tasas de hidrólisis más elevadas y por lo tanto un volumen de reactor reducido y 
una inversión de capital utilizando el BPC, incluyendo la sinergia entre microbios y enzimas y el uso de organismos 
termófilos y/o de sistemas de celulasa formando complejos. Además, probablemente los microorganismos 30
celulolíticos adherentes a celulosa compiten satisfactoriamente para productos de hidrólisis de celulosa con 
microbios no adherentes, por ejemplo, contaminantes, lo que podría aumentar la estabilidad de procesos industriales 
basándose en la utilización de celulosa microbiana. El progreso en el desarrollo de microorganismos que permiten el 
BPC se está realizando a través de dos estrategias: diseñando microorganismos celulolíticos de origen natural para 
mejorar las propiedades relacionadas con el producto, tales como producción y título, y diseñando organismos no 35
celulolíticos que presenten altos rendimientos del producto y títulos para expresar un sistema de celulasa y 
hemicelulasa heteróloga que permita la utilización de celulosa y hemicelulosa.

Se requieren tres tipos principales de actividades enzimáticas para la degradación de celulosa nativa: el primer tipo 
son las endoglucanasas (1,4-ß-D-glucano 4-glucanohidrolasas; EC 3.2.1.4). Las endoglucanasas cortan al azar en la 40
cadena polisacarídica de celulosa de la celulosa amorfa, generando oligosacáridos de diversas longitudes y por 
consiguiente nuevos extremos de cadena. El segundo tipo son las exoglucanasas, incluyendo celodextrinasas (1,4-
ß-D-glucano glucanohidrolasas; EC 3.2.1.74) y celobiohidrolasas (1,4-ß-D-glucano celobiohidrolasas; EC 3.2.1.91). 
Las exoglucanasas actúan de una manera procesiva sobre los extremos reductores o no reductores de cadenas 
polisacarídicas de celulosa, liberando bien glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasa) como 45
productos principales. Las exoglucanasas también pueden actuar sobre celulosa microcristalina, supuestamente 
desprendiendo cadenas de celosa de la estructura microcristalina. El tercer tipo son las ß-glucosidasas (ß-glucósido
glucohidrolasas; EC 3.2.1.21). Las ß-Glucosidasas hidrolizan celodextrinas y celobiosa solubles en unidades de 
glucosa.

50
La levadura del panadero (Saccharomyces cerevisiae) sigue siendo el microorganismo preferido para la producción 
de etanol (Hahn-Hagerdal, B., et al., Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 73, 53-84 (2001)). Como atributos favorables de 
este microbio se incluyen (i) alta productividad a rendimientos casi teóricos (0,51 g de etanol producido/g de glucosa 
utilizada), (ii) alta tolerancia osmótica y al etanol, (iii) fuerza natural en procesos industriales y (iv) es generalmente 
reconocido como seguro (GRAS, siglas del inglés being Generally Regarded As Safe) debido a su gran asociación 55
con la elaboración de vino y pan, y fabricación de cerveza. Adicionalmente, S. cerevisiae exhibe tolerancia a 
inhibidores normalmente encontrados en hidrolizados resultantes de pretratamiento de biomasa.

Un inconveniente principal de S. cerevisiae es su incapacidad de utilizar polisacáridos complejos, tales como 
celulosa, o sus productos de degradación, tales como celobiosa y celodextrinas. En un intento de abordar este 60
problema, diversas celulasas heterólogas de fuentes bacterianas y fúngicas se han transferido a S. cerevisiae,
permitiendo la degradación de derivados celulósicos (Van Rensburg, P., et al., Yeast 14, 67-76 (1998)), o cultivado
en celobiosa (Van Rooyen, R., et al., J. Biotech. 120, 284-295 (2005)); McBride, J.E., et al., Enzyme Microb. Techol. 
37, 93-101 (2005)). Sin embargo, niveles de expresión y de actividad específica normales de las celulasas 
expresadas de manera heteróloga en levaduras, son incluso insuficientes para permitir un crecimiento y una 65
producción eficaz de etanol por levaduras en sustratos celulósicos sin enzimas añadidas externamente. Sigue 
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habiendo una necesidad significativa de mejorar la cantidad de actividad celulasa para conseguir el objetivo de 
obtener un sistema de bioprocesamiento consolidado (BPC) capaz de convertir, de un modo eficaz y asequible,
sustratos celulósicos en etanol.

Otro inconveniente principal del uso de S. cerevisiae es que las celulasas que se producen externamente actúan 5
óptimamente a una temperatura más alta que la temperatura a la cual actúa óptimamente S. cerevisiae. Por tanto, 
cada procesamiento debe realizarse en un proceso de dos etapas a dos temperaturas diferentes o puede 
seleccionarse una temperatura en la que ambos procesos actúen a algún grado, pero al menos uno de los procesos 
no se produzca a una eficiencia óptima.

10
Para abordar estas limitaciones, la presente invención proporciona la expresión heteróloga de combinaciones de 
celulasas heterólogas, de tipo silvestre y optimizadas con codones, en levaduras que permitan una producción 
eficiente de etanol a partir de fuentes de celulosa. La invención también proporciona la expresión de dichas 
celulosas heterólogas en levaduras termotolerantes y métodos de uso de dichas levaduras transformadas para la 
producción de etanol.15

Breve descripción de la invención

La presente invención se refiere a células hospedadoras celulíticas. Las células hospedadoras de la invención 
expresan celulosas heterólogas y pueden producir etanol a partir de celulosa.20

La invención proporciona una célula hospedadora de levadura termotolerante transformada que comprende (a) al 
menos un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una endoglucanasa; (b) al menos 
un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una β-glucosidasa; (c) al menos un 
polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I; y (d) al menos un 25
polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una celobiohidrolasa II, en el que la célula 
hospedadora de levadura puede producir etanol cuando crece utilizando celulosa como fuente de carbono.

La invención también proporciona un cocultivo que comprende al menos dos células hospedadoras de levadura en el
que (a) al menos una de las células hospedadoras comprende un primer oligonucleótido heterólogo que comprende 30
un ácido nucleico que codifica una celulasa que es una endoglucanasa; (b) al menos una de las células 
hospedadoras comprende un segundo polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una 
celulasa que es una β-glucosidasa; (c) al menos una de las células hospedadoras comprende un tercer 
polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa I; 
(d) al menos una de las células hospedadoras comprende un cuarto polinucleótido heterólogo que comprende un 35
ácido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa II; en el que el primer polinucleótido, el 
segundo polinucleótido, el tercer polinucleótido y el cuarto polinucleótido no están en la misma célula hospedadora; y 
en el que el cocultivo puede producir etanol a partir de celulosa.

En algunas realizaciones particulares de la invención, la fuente de carbono de celulosa es celulosa insoluble, 40
celulosa cristalina, celulosa procedente de lignocelulosa, de celulosa de madera dura, de celulosa hinchada con 
ácido fosfórico con o celulosa microcristalina, lodo de papel o forraje de maíz.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras de la invención comprenden un polinucleótido heterólogo que 
comprende un ácido nucleico que codifica una primera celobiohidrolasa, un polinucleótido que comprende un ácido 45
nucleico que codifica una endoglucanasa, un polinucleótido que comprende un ácido nucleico que codifica una β-
glucosidasa y/o un polinucleótido que comprende un ácido nucleico que codifica una segunda celobiohidrolasa, 
como se reivindica en la reivindicación 1.

En algunas realizaciones, la celulasa, la endoglucanasa, la β-glucosidasa o la celobiohidrolasa es una celulasa, una 50
endoglucanasa, una β-glucosidasa o una celobiohidrolasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. 
lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. 
lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, 
Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, 
Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, 55
Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, 
Neurospora Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana.

En algunas realizaciones particulares, la celobiohidrolasa es una CBH1 de H. grisea, una CBH1 de T. aurantiacus, 
una CBH1 de T. emersonii, una CBH1 de T. reesei, una CBH2 de T. emersonii, una CBH2 de C. lucknowense o una 60
CBH2 de T. reesei. En algunas realizaciones, el polinucleótido heterólogo comprende un ácido nucleico que codifica 
una celobiohidrolasa, que codifica una proteína de fusión que comprende una celobiohidrolasa y un módulo de unión 
a celulosa (MUC). En algunas realizaciones particulares, el MUC es el MUC de la CBH2 de T. reesei, el MUC de la 
CBH1 de T. reesei, o el MUC de la CBH2b de C. lucknowense o el MUC de la CBH1 de Humicola grisea. En algunas 
realizaciones particulares, el MUC está fusionado a la celobiohidrolasa mediante una secuencia enlazadora. En 65
algunas realizaciones particulares, la célula hospedadora expresa una primera y una segunda celobiohidrolasa, en la
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que la primera celobiohidrolasa es una fusión de la CBH1 de T. emersonii y el CBD (Cellulose Binding Domain, 
dominio de unión a celulosa), y la segunda celobiohidrolasa es una CBH2b de C. lucknowense.

En otras realizaciones particulares, la β-glucosidasa es una β-glucosidasa de S. fibuligera. En otra realización 
particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de C. formosanus. En otra realización en particular la 5
endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei, por ejemplo, EG2 de T. reesei.

En algunas realizaciones de la invención, al menos una o al menos dos de las celulasas están ligadas. En otras 
realizaciones de la invención, al menos una de las celulasas está secretada. En otra realización, al menos una de las 
celulasas está ligada y al menos una de las celulasas está secretada. En otra realización, todas las celulasas están 10
secretadas.

En algunas realizaciones de la invención, el ácido nucleico que codifica una celulasa tiene codones optimizados.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora puede ser una célula hospedadora termotolerante. En algunas 15
realizaciones, la célula hospedadora es una célula hospedadora de Issatchenkia orientalis, Pichia mississippiensis, 
Pichia mexicana, Pichia farinosa, Clavispora opuntiae, Clavispora lusitaniae, Candida mexicana, Hansenula 
polymorpha o Kluveryomyces. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula 
hospedadora de K. lactis o de K. marxianus. En algunas realizaciones, la célula hospedadora termotolerante es una 
célula hospedadora de S. cerevisiae, en la que la S. cerevisiae se selecciona por ser termotolerante.20

En algunas realizaciones, la célula hospedadora puede ser una célula de levadura oleaginosa. En algunas 
realizaciones particulares, la célula de levadura oleaginosa es una célula de Blakeslea, Candida, Cryptococcus, 
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomces, Pythium, Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon
o de Yarrowia.25

En algunas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae.

En algunas realizaciones particulares, la célula hospedadora puede producir etanol a partir de celulosa a 
temperaturas por encima de aproximadamente 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C, 42 °C, 45 °C o 50 °C.30

En otra realización particular, la célula hospedadora puede producir etanol a una tasa de al menos aproximadamente
10 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 40 mg por 
hora por litro, al menos aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 60 mg por hora por 
litro, al menos aproximadamente 70 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 80 mg por hora por litro, al 35
menos aproximadamente 90 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 400 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 600 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 700 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 800 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 900 mg por hora por litro, o al menos 40
aproximadamente 1 g por hora por litro.

La presente invención también proporciona métodos para el uso de las células hospedadoras y cocultivos de la 
invención. La presente invención también se refiere a un método para hidrolizar un sustrato celulósico, que 
comprende poner en contacto dicho sustrato celulósico con una célula hospedadora de la invención o con el 45
cocultivo de la invención de acuerdo con la reivindicación 22. Los métodos comprenden adicionalmente poner en 
contacto el sustrato celulósico con enzimas celulasas producidas externamente.

En algunas métodos particulares de la invención, el sustrato celulósico es una biomasa lignocelulósica seleccionada 
del grupo que consiste en hierba, pasto varilla, espartina, raigrás, alpiste, miscato, residuos de procesamiento del50
azúcar, bagazo de caña de azúcar, restos agrícolas, paja de arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorca de 
maíz, paja de cereales, paja de trigo, paja de colza, paja de avena, cáscaras de avena, fibra de maíz, forraje, forraje 
de soja, forraje de maíz, restos forestales, fibra de pulpa de madera reciclada, lodo de papel, serrín, madera dura, 
madera blanda, Agave y combinaciones de los mismos.

55
En algunas realizaciones particulares de la invención, la célula hospedadora o el cocultivo de la invención producen
etanol. El etanol puede producirse a una tasa de al menos aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 40 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 60 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 70 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 80 mg por hora por litro, al menos 60
aproximadamente 90 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 400 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 600 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 700 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 800 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 900 mg por hora por litro, o al menos 65
aproximadamente 1 g por hora por litro.
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En otros métodos particulares de la invención, la célula hospedadora o los cocultivos de la invención pueden
ponerse en contacto con una sustancia celulósica a una temperatura de al menos aproximadamente 37 °C, de al 
menos aproximadamente 42 °C, de aproximadamente 42 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 
42 °C a aproximadamente 50 °C.

5
Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra una imagen de un ensayo en placa con CMC (carboximetilcelulosa) para detectar actividad 
de endoglucanasa I en cepas de K. lactis (colonias numeradas 1-8) y de K. marxianus (colonias numeradas 9-16) 
transformadas con celulasas heterólogas. Las cepas 8 y 16 son controles negativos no transformados. La placa 10
de la izquierda muestra el crecimiento de las colonias y la placa de la derecha muestra la actividad CMCasa, 
indicada por la presencia de una zona de aclaramiento. Las zonas de aclaramiento aparecen como manchas 
blancas en la imagen.
La Figura 2 representa los resultados de un ensayo con MU-lac (4-Metilumbeliferil-β-D-lactósido) para detectar 
actividad de CBH1 en cepas de K. marxianus transformadas con celulasas heterólogas.15
La Figura 3 representa el porcentaje de Avicel convertido por diversas cepas de K. marxianus que expresan 
celulasas heterólogas.
La Figura 4 representa la producción/consumo de etanol a partir de Avicel por diversas cepas de K. marxianus 
que expresan celulasas heterólogas. 
La Figura 5 representa el crecimiento de S. cerevisiae que expresa celulasas heterólogas en celulosa 20
microcristalina bacteriana (CMCB).
La Figura 6 representa la producción de etanol a partir de Avicel por una cepa de S. cerevisiae que expresa 
celulasas heterólogas. 
La Figura 7 representa la producción de etanol a partir de madera dura pretratada (5 % en base a un porcentaje 
de peso seco) por una cepa de S. cerevisiae que expresa celulasas heterólogas.25
La Figura 8 representa la producción de etanol a partir de madera dura pretratada (5 % en base a un porcentaje 
de peso seco) por una cepa de S. cerevisiae que expresa celulasas heterólogas en presencia de diversas 
concentraciones de celulasas añadidas de manera exógena. 
La Figura 9 representa la producción de etanol a partir de Avicel por MO288 (círculos) y de una cepa de control 
(triángulos) en medios tanto YP como YNB.30
La Figura 10 representa el rendimiento de etanol a partir de Avicel (15 % en base a un porcentaje de peso seco) 
mediante un proceso a pequeña escala de sacarificación y fermentación simultáneas (SFS) utilizando S. 
cerevisiae complementada con celulasas externas. El rendimiento de una cepa de levadura que expresa 
celulasas heterólogas (MO288) se compara con un rendimiento de una cepa de control (MO249) a diversas 
concentraciones de celulasa externa durante 150 horas. (Una carga de celulasa del 100 % indica 25 mg/g de 35
sólidos totales; la concentración de sólidos inicial fue del 15 %).
La Figura 11 representa el rendimiento teórico de etanol a partir de un proceso de sacarificación y fermentación 
simultáneas (SFS) utilizando S. cerevisiae complementada con celulasas externas. El rendimiento de una cepa 
de levadura que expresa celulasas heterólogas (MO288) se comparó con el de una cepa de control (MO249).
La Figura 12 ilustra los ahorros previstos de la enzima celulasa basándose en el rendimiento de etanol a las 168 40
horas del proceso de sacarificación y fermentación simultáneas (SFS).
La Figura 13 muestra la actividad de una celulasa artificial en el ensayo de conversión de Avicel como se 
describe en el Ejemplo 9. La cepa MO429 se transformó en la secuencia consenso de la CBH1 “consCBH1”, y la 
cepa MO419 se transformó con el vector pMU451 vacío como control negativo. En la Tabla 8 del Ejemplo 9 se 
encuentran descripciones de otras cepas.45
La Figura 14 demuestra la actividad de levaduras que expresan diversas combinaciones de enzimas CBH1 y 
CBH2 en Avicel como se describe en el Ejemplo 10.
La Figura 15 demuestra actividad de levaduras que expresan diversas enzimas celulasas en Avicel como se 
describe en el Ejemplo 10.
La Figura 16 representa la producción de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cinco cepas de S. 50
cerevisiae que expresan celulasas heterólogas.
La Figura 17 representa la producción de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cuatro cepas de S. 
cerevisiae que expresan celulasas heterólogas, así como la producción de etanol a partir de la cepa MO288, que 
está expresando cuatro celulasas. 
La Figura 18 representa la producción de etanol a partir de Avicel mediante un cocultivo de cuatro cepas de S. 55
cerevisiae que expresan celulasas heterólogas en combinación con celulasa añadida externamente.
La Figura 19 representa el ahorro calculado de enzima utilizando un cocultivo de cuatro cepas de S. cerevisiae
que expresan celulasas heterólogas o MO288 en comparación con S. cerevisiae no transformada.
La Figura 20 representa la utilización de xilosa y la producción de etanol de una reserva de refrigerador M0509, 
de aislado en YPX y de aislado en YPD.60
La Figura 21 representa el crecimiento de M1105 (marcado como “colonia C2”) y de MO1046 en presencia del 
mismo medio y de 8 g/l de acetato a 40 ºC. 
La Figura 22 representa la producción de etanol por M1105 (triángulos) y M1088 (cuadrados) en TS MS419 al 
18 %. El experimento con M1105 tuvo una dosis enzimática mucho más baja del 10 % y la mitad de la densidad 
celular inoculada, pero produjo un título de etanol más alto. El experimento con MO1105 se realizó a 40 ºC y el 65
experimento con M1088 se realizó a 35 ºC.
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La Figura 23 representa la producción de etanol de M1105 en el que la fermentación se inoculó solo con 0,5 g/l
DCW (Dry Cellular Weight, peso seco de células) y produjo alguna acumulación de azúcar y etanol 29 g/l.
La Figura 24 representa la producción de etanol de M1254 en condiciones con IFM convencional (círculo) y con 
IFM amonio bajo (cuadrado).
La Figura 25 representa la tasa de crecimiento específico de colonias sencillas en comparación con M1254 y 5
M1339 en medio de xilosa complejo complementado con una mezcla de inhibidor sintético (que incluía acetato 
8 g/l) a 40 ºC. Las colonias sencillas se exploraron en las mismas condiciones en las que se produjo la evolución. 
La colonia C1 se renombró como M1360.
La Figura 26 representa el comportamiento de fermentación de M1360 a 40 ºC en un medio de fermentación 
industrialmente relevante complementado con glucosa. La fermentación se inoculó con 60 mg/l peso seco de 10
células de M1360.
La Figura 27 representa la producción de etanol de ejecuciones de SFS en PHW (pretreated hardwood, madera 
dura pretratada) (sólidos 18 %, MS149 sin lavar) a 35 ºC y a 40 ºC mediante diversas cepas. Todas las 
reacciones se cargaron con “zoomerasa” 4 mg/g (Novozyme 22c).
La Figura 28 representa cultivos aplicados en placas SC-URA que contienen 0,2 % de CMC o liquenina o ß-15
glucano de cebada. Las dos filas superiores de cada placa eran cultivos basados en Y294, y las dos filas
inferiores contenían cepas basadas en MO749. Los números indican el plásmido contenido en cada cepa. 
pMU471 contenía la EG de C.f. y sirvió como un control positivo. Las placas se incubaron durante 24 horas a 
30 ºC (ilustrado a la izquierda), después de lo cual las colonias se lavaron y las placas se tiñeron con rojo Congo
al 0,1 % y se destiñeron con NaCl al 1 % (ilustrado a la derecha).20
La Figura 29 representa un análisis SDS-PAGE de los sobrenadantes de cepas productoras de celulasa Cel5. 
Una cepa que contenía un plásmido con gen no exógeno se usó como cepa de referencia (REF). También se 
incluyó la cepa que contenía el plásmido pMU471 que expresaba la EG de C.f., la EG más satisfactoria
previamente encontrada.
La Figura 30 representa la actividad de cepas que expresan las EG en (A) PASC (del inglés Phosphoric acid 25
swollen cellulose, celulosa hinchada con ácido fosfórico,) (2 horas) y (B) Avicel 24 horas. Como cepa de 
referencia (REF) se usó una cepa que contenía un plásmido con gen no exógeno y la cepa que expresaba la EG 
de C.f. (pMU471) se incluyó como control positivo.
La Figura 31 representa la distribución de la capacidad de conversión de Avicel de sobrenadantes de levadura a 
partir de la transformación con EG2Tr y CBH1Te con CBDTr adicional. La conversión de M1088 se presenta 30
como una línea vertical oscura, y las líneas de puntos que flanquean esta línea representan la desviación típica 
de la medición.
La Figura 32 representa la conversión de Avicel en el ensayo de Avicel HTP (momento a 48 horas) por 
sobrenadantes de cepas de levadura que expresan celulasa. M0509 es el control negativo que no expresa 
celulasas. La cepa 1088 es la cepa precursora que solo expresa CBH1, CBH2, y BGL, mientras que 1179, 1180, 35
y 1181 son transformantes de 1088 que también expresan la EG2 de Tr.
La Figura 33 representa la producción de etanol en lodo de papel por BPC/SFS con la cepa celulolítica M1403 y 
con la cepa de fondo no celulolítica M1254 con diversas cantidades de complementación enzimática comercial. 
Condiciones experimentales: semicontinuo sólidos 30 %, inoculación celular 10 g/l, pH 5,5 y temperatura 40 ºC, 
Zoom = preparación de celulasa Novozymes 22C, BGL = AB Enzymes preparación BGL EL2008044L, Xil = AB40
Enzymes preparación de xilanasa EL2006020L.
La Figura 34 representa la fermentación de dos tipos de lodos de papel mediante BPC por cepa de levadura 
(M1179) y una cepa de control M0509, que no expresan celulasas. Condiciones experimentales: sólidos 18 %, 
células cargadas a 10 o a 1 g/l, pH 5,5, Temperatura: 35 ºC, 1 mg/g BGL y un 1 mg/g de Xil cargados. BGL = AB 
Enzymes preparación BGL EL2008044L, Xil = Enzymes AB preparación de xilanasa EL2007020L.45
La Figura 35 representa el comportamiento de la cepa de levadura celulolítica M0963 y de la cepa de control no 
celulolítica (M0509) en sólidos de madera dura pretratada (PHW, pretreated hardwood) no lavada al 22 % (MS 
149) a diversas concentraciones de celulasa externa. Condiciones experimentales: semicontinuo sólidos 22 %, 
pH 5,4, temperatura 35 ºC, todas las proteínas enzimáticas (PE) eran “zoomerasa” (Novozymes 22C).
La Figura 36 representa el comportamiento de la cepa de levadura celulolítica M1284 en sólidos de madera dura 50
pretratada lavada al 30 % a diversas cargas celulares iniciales. Condiciones experimentales: semicontinuo 
sólidos 30 %, pH 5,0, temperatura 35°C, EP 4 mg = BGL 0,25 mg + Xilanasa 0,25 mg + Pectinasa 0,25 mg + 
Zoomerasa 3,25 mg, EP 20 mg = BGL 1 mg + Xilanasa 1 mg + Pectinasa 1 mg + Zoomerasa 16,7 mg.
Zoomerasa = Preparación de celulasa Novozymes 22C, BGL = preparación de BGL AB Enzymes EL2008044L, 
Xil = preparación de xilanasa AB Enzymes EL2007020L, Pectinasa = FE Pectinasa Genencor Multifect.55
La Figura 37 representa la producción de etanol en forraje de maíz lavado mediante BPC/SFS con la cepa 
celulolítica M1284 y la cepa de fondo no celulolítica M0509 con diversas cantidades de complementación 
enzimática comercial. Condiciones experimentales: semicontinuo sólidos 18 %, inoculación celular 10 g/l, pH 5,0 
y temperatura 35 °C, BGL 1 mg/g y xilanasa 1 mg/g cargada en cada caso. BGL = preparación de BGL AB 
Enzymes EL2008044L, Xil = preparación de xilanasa AB Enzymes EL2007020L.60
La Figura 38 representa la actividad en Avicel (A, B) o en MULac (C, D) de sobrenadantes de cultivo de levadura 
que expresan diferentes genes de CBH1, y una concentración de CBH1 estimada (mg/l, E, F) basándose en 
MULac. La cepa hospedadora fue Y294 o M0749. Los genes de CBH1 fueron: Te, Talaromyces emersonii; Ct, 
Chaetomium thermophilum; At, Acremonium thermophilum; Tr, Trichoderma reesei; Hg, Humicola grisea; Ta, 
Thermoascus aurantiacus. Las levaduras se cultivaron en YPD por triplicado durante 3 días. Los datos son la 65
media ± desviación típica.

E09828362
03-04-2017ES 2 621 181 T3

 



7

La Figura 39 muestra los genes modificados en la cepa de levadura M0509.
La Figura 40 muestra las cepas de levadura utilizadas para construir M0509 y las modificaciones genéticas 
relevantes.
La Figura 41 muestra la genealogía de la cepa de levadura M1105.
La Figura 42 muestra la genealogía de la cepa de levadura M1254.5

Descripción detallada de la invención

Los métodos y materiales desvelados son generalmente útiles en el campo de la modificación de levaduras 
mediante ingeniería genética.10

Definiciones

Un “vector”, por ejemplo, un “plásmido” o “YAC” (cromosoma artificial de levadura, Yeast Artificial Chromosome) se 
refiere a un elemento extracromosómico que a menudo lleva uno o más agentes que no forman parte del 15
metabolismo central de la célula, y que normalmente está en forma de una molécula de ADN bicatenaria circular. 
Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican de manera autónoma, secuencias que se integran en el 
genoma, secuencias de fagos o de nucleótidos, lineares, circulares o superenrolladas de un ADN o ARN mono o
bicatenario, procedentes de cualquier fuente, en la que diversas secuencias de nucleótidos se han unido o 
recombinado en una única construcción que puede introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para 20
un producto génico seleccionado junto con una secuencia 3’ no traducida apropiada en una célula. Preferentemente, 
los plásmidos o vectores de la presente invención son estables y auto-replicantes.

Un “vector de expresión” es un vector que puede dirigir la expresión de genes con los que está asociado 
operativamente.25

El término “heterólogo” como se indica en el presente documento, se refiere a un elemento de un vector, plásmido o 
célula hospedadora que procede de una fuente distinta de la fuente endógena. Por tanto, por ejemplo, una 
secuencia heteróloga sería una secuencia que procede de un gen o plásmido diferente del mismo hospedador, de 
una cepa de célula hospedadora diferente, o de un organismo de un grupo taxonómico diferente (por ejemplo, de 30
diferente reino, filo, clase, orden, familia, género o especie, o de cualquier subgrupo dentro de estas clasificaciones). 
El término “heterólogo” también se usa en el presente documento de manera sinónima con el término “exógeno”. 

El término “dominio”, como se usa en el presente documento, se refiere a una parte de una molécula o estructura 
que comparte características físicas o químicas comunes, por ejemplo, propiedades o dominios hidrófobos, polares, 35
globulares, helicoidales, por ejemplo, un dominio de unión a ADN o un dominio de ADN a ATP. Los dominios pueden 
identificarse por su homología con motivos estructurales o funcionales conservados. Como ejemplos de dominios de 
celobiohidrolasa (CBH) se incluyen el dominio catalítico (DC) y el dominio de unión a celulosa (DBC).

Un “ácido nucleico”, “polinucleótido”, o “molécula de ácido nucleico” es un compuesto polimérico que consta de 40
subunidades ligadas por enlace covalente denominadas nucleótidos. Los ácidos nucleicos incluyen ácido 
polirribonucleico (ARN) y ácido polidesoxirribonucleico (ADN), pudiendo ser ambos mono o bicatenarios. El ADN 
incluye ADNc, ADN genómico, ADN sintético y ADN semisintético.

Una “molécula de ácido nucleico aislada” o un “fragmento de ácido nucleico aislado” se refiere a la forma polimérica 45
de éster fosfato de los ribonucleósidos (adenosina, guanina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o de los 
desoxirribonucleósidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o 
cualquiera de sus análogos fosfoéster, tales como fosforotioatos y tioésteres, en forma monocatenaria, o en una 
hélice bicatenaria. Son posibles hélices bicatenarias de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. La expresión molécula 
de ácido nucleico, y en particular molécula de ADN o de ARN, se refiere únicamente a la estructura primaria y 50
secundaria de la molécula, y no se limita a cualquiera de las formas terciarias en particular. Por tanto, esta expresión 
incluye ADN bicatenario encontrado, entre otros, en moléculas de ADN lineal o circular (por ejemplo, fragmentos de 
restricción), plásmidos y cromosomas. En el análisis de la estructura de moléculas de ADN bicatenario particular, 
pueden describirse secuencias en el presente documento de acuerdo con la convención normal de proporcionar 
únicamente la secuencia en la dirección de 5’ a 3’ a lo largo de la cadena de ADN no transcrita (es decir, la cadena 55
que tiene una secuencia homóloga a la del ARNm).

Un “gen” se refiere a un conjunto de nucleótidos que codifica un polipéptido e incluye ácidos nucleicos de ADNc y de 
ADN genómico. Un “gen” también se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica, 
incluyendo secuencias intervinientes (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones), así como 60
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes en 5’) y siguen (secuencias no codificantes en 3’) 
la secuencia codificante. Un “gen nativo” se refiere a un gen como se encuentra en la naturaleza con sus propias 
secuencias reguladoras.

Una molécula de ácido nucleico puede “hibridarse” con otra molécula de ácido nucleico, tal como un ADNc, ADN 65
genómico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de ácido nucleico puede emparejarse con la otra 
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molécula de ácido nucleico en condiciones de temperatura y fuerza iónica de la solución apropiadas. Las 
condiciones de hibridación y de lavado son muy conocidas y se ilustran, por ejemplo, en Sambrook, J., Fritsch, E. F. 
y Maniatis, T. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, segunda edición, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), particularmente en el Capítulo 11 y en la Tabla 11.1 de este 
documento (el no sucesivo en el presente documento "Maniatis"). Las condiciones de temperatura y fuerza iónica 5
determinan la “rigurosidad” de la hibridación. Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para explorar 
fragmentos moderadamente similares, tales como secuencias homólogas de organismos remotamente relacionados, 
a fragmentos muy similares, tales como genes que duplican enzimas funcionales a partir de organismos 
estrechamente relacionados. Los lavados posteriores a la hibridación determinan condiciones de rigurosidad. Un 
conjunto de condiciones utiliza una serie de lavados que comienza con SSC 6X, SDS al 0,5 % a temperatura 10
ambiente durante 15 minutos, después se repite con SSC 2X, SDS al 0,5 % a 45 ºC durante 30 minutos y después 
se repite dos veces con SSC 0,2X, SDS al 0,5 % a 50 ºC durante 30 minutos. Para condiciones más rigurosas, los 
lavados se realizan a 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 aumenta a 60 ºC. Otro conjunto 
de condiciones muy rigurosas utiliza dos lavados finales en SSC 0,1X, SDS al 0,1 % a 65 ºC. Un conjunto adicional 15
de condiciones muy rigurosas se define por una hibridación en SSC 0,1X, SDS al 0,1 %, 65 ºC y lavados con SSC
2X, SDS al 0,1 % seguido de SSC 0,1X; SDS al 0,1 %.

La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo 
de la rigurosidad de la hibridación, son posibles emparejamientos erróneos entre bases. La rigurosidad apropiada 20
para la hibridación de ácidos nucleicos depende de la longitud de los ácidos nucleicos y del grado de 
complementación, que son variables muy conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u 
homología entre dos secuencias de nucleótidos, mayor será el valor de la Tf (temperatura de fusión) para híbridos de 
ácidos nucleicos que tienen estas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una Tf más alta) de 
hibridaciones de ácido nucleico disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para híbridos de 25
más de 100 nucleótidos de longitud, las ecuaciones para calcular la Tf se han derivado (véase, por ejemplo, Maniatis 
en 9.50-9.51). Para hibridaciones con ácidos nucleicos más cortos, es decir, oligonucleótidos, la posición de los 
emparejamientos erróneos llega a ser más importante y la longitud del oligonucleótido determina su especificidad 
(véase, por ejemplo, Maniatis, en 11.7-11.8). En una realización, la longitud para un ácido nucleico hibridable es de 
al menos aproximadamente 10 nucleótidos. Preferentemente, una longitud mínima para un ácido nucleico hibridable 30
es de al menos aproximadamente 15 nucleótidos; más preferentemente de al menos aproximadamente 20 
nucleótidos; y lo más preferentemente la longitud es de al menos 30 nucleótidos. Además, el experto en la materia 
reconocerá que la temperatura y la concentración salina de la solución de lavado pueden ajustarse según sea 
necesario de acuerdo con factores tales como la longitud de la sonda.

35
La expresión “porcentaje de identidad”, como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias 
polipeptídicas o dos o más secuencias polinucleotídicas, determinada comparando las secuencias. En la técnica, 
“identidad” también significa el grado de relación de secuencia entre secuencias polipeptídicas o polinucleotídicas, 
según sea el caso, determinada por la coincidencia entre las cadenas de dichas secuencias.

40
Como se sabe en la técnica, la “similitud” entre dos polipéptidos se determina comparando la secuencia de 
aminoácidos del polipéptido, y los sustitutos de aminoácidos conservados en ella, con la secuencia de un segundo 
polipéptido.

La "identidad" y la "similitud" pueden calcularse fácilmente por métodos conocidos, incluyendo, pero sin limitación, 45
los descritos en: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, NY (1988); 
Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, NY (1993); Computer Analysis 
of Sequence Data, Part I (Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds.) Humana Press, NJ (1994); Sequence Analysis in 
Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); and Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. and 
Devereux, J., eds.) Stockton Press, NY (1991). Se diseñan métodos preferidos para determinar la identidad para 50
proporcionar la mejor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y 
similitud están codificados en programas informáticos disponibles al público. Los alineamientos de secuencias y los 
cálculos del porcentaje de identidad pueden realizarse utilizando el programa Megalign del paquete informático de 
LASERGENE bioinformatics (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). Los alineamientos múltiples de las secuencias 
desveladas en el presente documento se realizaron utilizando el método de alineamiento Clustal (Higgins y Sharp 55
(1989) CABIOS. 5:151-153) con los parámetros por defecto (PENALIZACIÓN POR HUECO=10, PENALIZACIÓN 
POR LONGITUD DE HUECO=10). Los parámetros por defecto para alineamientos por pares utilizando el método 
Clustel fueron KTUPLA 1, PENALIZACIÓN POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALS SAVED=5.

Las secuencias adecuadas de ácidos nucleicos, o sus fragmentos (polinucleótidos aislados de la presente 60
invención), codifican polipéptidos que son al menos aproximadamente de 70 % a 75 % idénticas a las secuencias de 
aminoácidos indicadas en el presente documento, al menos aproximadamente 80 %, 85 % o 90 % idénticas a las 
secuencias de aminoácidos indicadas en el presente documento, o al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 
98 %, 99 %, o 100 % idénticas a las secuencias de aminoácidos indicadas en el presente documento. Los 
fragmentos de ácidos nucleicos adecuados son al menos aproximadamente 70 %, 75 % u 80 % idénticos a las 65
secuencias de ácidos nucleicos indicadas en el presente documento, al menos aproximadamente 80 %, 85 % o 
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90 % idénticos a las secuencias de ácidos nucleicos indicadas en el presente documento, o al menos 
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % idénticos a las secuencias de ácidos nucleicos indicadas 
en el presente documento. Los fragmentos de ácidos nucleicos adecuados no solamente tienen las 
identidades/similitudes anteriores, sino que codifican típicamente un polipéptido que tiene al menos 50 aminoácidos, 
al menos 100 aminoácidos, al menos 150 aminoácidos, al menos 200 aminoácidos o al menos 250 aminoácidos.5

Una “región codificante” de ADN o ARNA es una molécula de ADN o ARN que se trascribe y/o traduce en un 
polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. 
Las “regiones reguladoras adecuadas” se refieren a regiones de ácido nucleico localizadas cadena arriba 
(secuencias no codificantes en 5’), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes en 3’) de una región 10
codificante, y que influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad del ARN, o en la traducción de la región 
codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias líder de traducción, sitios de 
procesamiento de ARN, sitios de unión efectores y estructuras en bucle-tallo. Los límites de la región codificante se 
determinan mediante un codón de inicio en el extremo 5’ (amino) y un codón de terminación de la traducción en el 
extremo 3’ (carboxilo). Una región codificante puede incluir, pero sin limitación con, regiones procariotas, ADNc de 15
ARNm, moléculas de ADN genómico, moléculas de ADN sintético, o moléculas de ARN. Si la región codificante está 
destinada para la expresión en una célula eucariota, normalmente una señal de poliadenilación y la secuencia de 
terminación de la transcripción estarán localizadas en 3’ con respecto a la región codificante.

Una “isoforma” es una proteína que tiene la misma función que otra proteína, pero que está codificada por un gen 20
diferente y puede tener pequeñas diferencias en su secuencia.

Un “parálogo” es una proteína codificada con un gen relacionado con duplicación dentro de un genoma.

Un “ortólogo” es un gen de una especie diferente que ha evolucionado de un gen ancestral común por especiación.25
Normalmente, en el curso de la evolución, los ortólogos conservan la misma función que la del gen ancestral.

“Fase de lectura abierta”, abreviada como ORF (del inglés Open Reading Frame), significa una longitud de ácido 
nucleico, ya sea ADN, ADNc o bien ARN, que comprende una señal de inicio o un codón de inicio de la traducción,
tal como un codón ATG o AUG, y un codón de terminación y puede traducirse posiblemente en una secuencia 30
polipeptídica.

"Promotor" se refiere a un fragmento de ADN capaz de controlar la expresión de una secuencia codificante o ARN 
funcional. En general, una región codificante se localiza en 3’ con respecto a un promotor. Los promotores pueden 
proceder en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar compuestos por elementos diferentes procedentes de 35
diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintéticos. Los 
expertos en la técnica saben que distintos promotores pueden dirigir la expresión de un gen en distintos tipos de
tejidos o células, o a diferentes fases del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o 
fisiológicas. Los promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoría de tipos de células en la mayoría de los 
casos, reciben comúnmente el nombre de “promotores constitutivos”. También se reconoce que, aunque en la 40
mayoría de los casos los límites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido por completo, los 
fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener la misma actividad promotora. Generalmente un promotor 
está limitado en su extremo 3’ por el sitio de inicio de la transcripción y se extiende cadena arriba (dirección 5’) para 
incluir el número mínimo de bases o elementos necesarios para iniciar la trascripción a niveles detectables por 
encima del fondo. Dentro del promotor se encontrará un sitio de inicio de la transcripción (definido 45
convenientemente, por ejemplo, mapeando con nucleasa S1), así como dominios de unión a proteína (secuencias 
consenso) responsables de la unión de la ARN polimerasa.

Una región codificante está “bajo el control” de elementos de control transcripcionales y traduccionales en una célula 
cuando la ARN polimerasa transcribe la región codificante en ARNm, que después se corta y empalma en trans-ARN 50
(si la región codificante contiene intrones) y se traduce en la proteína codificada por la región codificante.

“Las regiones de control transcripcionales y traduccionales” son secuencias reguladoras de ADN, tales como 
promotores, potenciadores, terminadores y similares, que proporcionan la expresión de una región codificante en 
una célula hospedadora. En las células eucariotas, las señales de poliadenilación son regiones de control.55

La expresión “asociado operativamente” se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un solo
fragmento de ácido nucleico de tal manera que la función de una está afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor 
está asociado operativamente con una región codificante cuando puede afectar a la expresión de esa región 
codificante (es decir, que la región codificante está bajo el control transcripcionales del promotor). Las regiones 60
codificantes pueden asociarse operativamente a regiones reguladoras en orientación sentido o antisentido.

El término “expresión”, como se usa en el presente documento, se refiere a la transcripción y acumulación estable de 
ARN en sentido (ARNm) o antisentido procedente del fragmento de ácido nucleico de la invención. La expresión 
también puede referirse a la traducción de ARNm en un polipéptido.65
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Células hospedadoras que expresan celulasas heterólogas

Para abordar las limitaciones de sistemas previos, la presente invención proporciona células hospedadoras que 
expresan celulasas heterólogas que pueden utilizarse de manera efectiva y eficiente para producir etanol a partir de 
celulosa. Las células hospedadoras pueden ser una levadura. De acuerdo con la presente invención, la célula 5
hospedadora de levadura puede ser, por ejemplo, de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, 
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia. Las especies de levadura como células 
hospedadoras pueden incluir, por ejemplo, S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, 
K. lactis, K. marxianus, o K. fragilis. En algunas realizaciones, la levadura se selecciona del grupo que consiste en 
Saccharomyces cerevisiae, Schizzosaccharomyces pombe, Candida albicans, Pichia pastoris, Pichia stipitis, 10
Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Phaffia rhodozyma, Candida utilis, Arxula adeninivorans, Debaryomyces 
hansenii, Debaryomyces polymorphus, Schizosaccharomyces pombe y Schwanniomyces occidentalis. En una 
realización particular, la levadura es Saccharomyces cerevisiae. En otra realización, la levadura es una 
Saccharomyces cerevisiae termotolerante. Se considera que la selección de un hospedador apropiado se incluye en 
el ámbito de los expertos en la materia a partir de las enseñanzas del presente documento.15

En algunas realizaciones de la presente invención, la célula hospedadora es una célula oleaginosa. De acuerdo con 
la presente invención, la célula hospedadora oleaginosa puede ser una célula levadura oleaginosa. Por ejemplo, la 
célula hospedadora de levadura oleaginosa puede ser de los géneros Blakeslea, Candida, Cryptococcus, 
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomyces, Pythium, Rhodosporidum, Rhodotorula, Trichosporon20
o Yarrowia. De acuerdo con la presente invención, la célula hospedadora oleaginosa puede ser una célula 
hospedadora de microalga oleaginosa. Por ejemplo, la célula hospedadora de microalga oleaginosa puede ser de los
géneros Thraustochytrium o Schizochytrium. Por tanto, el biodiésel puede producirse a partir del triglicérido 
producido por los organismos oleaginosos utilizando procesos de transesterificación de lípidos convencionales. En 
algunas realizaciones particulares, las células hospedadoras oleaginosas pueden inducirse para secretar lípidos 25
sintetizados. Las realizaciones en las que se utilizan células hospedadoras oleaginosas son ventajosas porque 
pueden producir biodiésel a partir de materias primas lignocelulósicas que, en relación con sustratos de semillas
oleaginosas, son más asequibles, pueden crecer más densamente, mostrar emisiones más bajas de dióxido de 
carbono en el ciclo de vida y pueden cultivarse en terrenos marginales.

30
En algunas realizaciones de la presente invención, la célula hospedadora es una célula hospedadora termotolerante. 
Las células hospedadoras termotolerantes pueden ser particularmente útiles en procesos de sacarificación y 
fermentación simultáneas permitiendo que las celulasas se produzcan externamente y que las células hospedadoras 
productoras de etanol se comporten óptimamente en intervalos de temperatura similares.

35
Las células hospedadoras termotolerantes de la invención pueden incluir, por ejemplo, células hospedadoras de 
Issatchenkia orientalis, Pichia mississippiensis, Pichia mexicana, Pichia farinosa, Clavispora opuntiae, Clavispora 
lusitaniae, Candida mexicana, Hansenula polymorpha y de Kluyveromyces. En algunas realizaciones, la célula 
termotolerante es una cepa de S. cerevisiae, u otra cepa de levadura, que se ha adaptado para crecer a altas 
temperaturas, por ejemplo, por selección para el crecimiento a altas temperaturas en un citostato.40

En algunas realizaciones particulares de la presente invención, la célula hospedadora es una célula hospedadora de 
Kluyveromyces. Por ejemplo, la célula hospedadora de Kluyveromyces puede ser una célula hospedadora de K. 
lactis, K. marxianus, K. blattae, K. phaffii, K. yarrowii, K. aestuarii, K. dobzhanskii, K. wickerhamii K. thermotolerans,
o K. waltii. En una realización, la célula hospedadora es una célula hospedadora de K. lactis o K. marxianus. En otra 45
realización, la célula hospedadora es una célula hospedadora de K. marxianus.

En algunas realizaciones de la presente invención la célula hospedadora termotolerante puede crecer a 
temperaturas por encima de aproximadamente 30 ºC, de aproximadamente 31 ºC, de aproximadamente 32 ºC, de 
aproximadamente 33 ºC, de aproximadamente 34 ºC, de aproximadamente 35 ºC, de aproximadamente 36 ºC, de 50
aproximadamente 37 ºC, de aproximadamente 38 ºC, de aproximadamente 39 ºC, de aproximadamente 40 ºC, de 
aproximadamente 41 ºC o de aproximadamente 42 ºC. En algunas realizaciones de la presente invención la célula 
hospedadora termotolerante puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de 
aproximadamente 30 ºC, de aproximadamente 31°C, de aproximadamente 32 ºC, de aproximadamente 33 ºC, de 
aproximadamente 34 ºC, de aproximadamente 35 ºC, de aproximadamente 36 ºC, de aproximadamente 37 ºC, de 55
aproximadamente 38 ºC, de aproximadamente 39 ºC, de aproximadamente 40 ºC, de aproximadamente 41 ºC, de 
aproximadamente 42 ºC, de aproximadamente 43 ºC, de aproximadamente 44 ºC, de aproximadamente 45 ºC, o de 
aproximadamente 50 ºC.

En algunas realizaciones de la presente invención, la célula hospedadora termotolerante puede crecer a 60
temperaturas de aproximadamente 30 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 30 ºC a 55 ºC, de aproximadamente 30 ºC a 
50 ºC, de aproximadamente 40 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 40 ºC a 55 ºC o, de aproximadamente 40 ºC a 
50 ºC. En algunas realizaciones de la presente invención, la célula hospedadora termotolerante puede producir 
etanol a partir de celulosa a temperaturas de aproximadamente 30 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 30 ºC a 55 ºC, 
de aproximadamente 30 ºC a 50° C, de aproximadamente 40 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 40 ºC a 55 ºC o de 65
aproximadamente 40 ºC a 50 ºC.
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En algunos métodos descritos en el presente documento, la célula hospedadora tiene la capacidad de metabolizar 
xilosa. En las siguientes publicaciones puede encontrarse información detallada en lo que respecta al desarrollo de 
tecnología utilizando xilosa: Kuyper M et al. FEMS Yeast Res. 4: 655-64 (2004), Kuyper M et al. FEMS Yeast Res. 
5:399-409 (2005), y Kuyper M et al. FEMS Yeast Res. 5:925-34 (2005).

5
Por ejemplo, la utilización de xilosa puede realizarse en S. cerevisiae expresando de manera heteróloga el gen de la 
xilosa isomerasa, XilA, por ejemplo, a partir del hongo anaerobio Piromyces sp. E2, sobreexpresando cinco enzimas 
de S. cerevisiae implicadas en la conversión de xilulosa a productos intermedios glucolíticos (xiluloquinasa, ribulosa 
5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa) y delecionando el gen GRE3 que 
codifica la aldosa reductasa para minimizar la producción de xilitol.10

De acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, las células hospedadoras pueden contener 
marcadores antibióticos o pueden contener marcadores no antibióticos.

Las células hospedadoras se modifican por ingeniería genética (se transducen o se transforman o se transfectan) 15
con los polinucleótidos que codifican las celulasas de esta invención que se describen con más detalle adelante. Los 
polinucleótidos que codifican las celulasas pueden introducirse en la célula hospedadora en un vector de la 
invención, que puede ser, por ejemplo, un vector de clonación o un vector de expresión que comprende una 
secuencia que codifique una celulosa heteróloga. Las células hospedadoras pueden comprender polinucleótidos de 
la invención como copias integradas o copias de plásmidos.20

En determinados aspectos, la presente invención se refiere a células hospedadoras que contienen las 
construcciones de polinucleótidos descritas más adelante. Las células hospedadoras de la presente invención 
pueden expresar uno o más polipéptidos de celulasas heterólogas. En algunas realizaciones, la célula hospedadora 
comprende una combinación de polinucleótidos que codifican celulasas heterólogas o fragmentos, variantes o 25
derivados de los mismos. La célula hospedadora puede comprender, por ejemplo, copias múltiples de la misma 
secuencia de ácido nucleico, por ejemplo, para aumentar los niveles de expresión, o la célula hospedadora puede 
comprender una combinación de polinucleótidos únicos. En otras realizaciones, la célula hospedadora comprende 
un solo polinucleótido que codifica una celulasa heteróloga o un fragmento, una variante o derivado de los mismos. 
En particular, dichas células hospedadoras que expresan una sola celulosa heteróloga pueden utilizarse en cocultivo 30
con otras células hospedadoras de la invención que comprenden un polinucleótido que codifica al menos otra 
celulasa heteróloga distinta, o un fragmento, una variante o derivados de los mismos.

La introducción de un polinucleótido que codifica una celulosa heteróloga, en una célula hospedadora, puede 
realizarse por métodos conocidos en la técnica. La introducción de polinucleótidos que codifican celulosas 35
heterólogas, por ejemplo, en células hospedadoras de levadura pueden verse afectadas por transformación con 
acetato de litio, transformación con esferoplastos, o transformación con electroporación, como se describe en 
Current Protocols in Molecular Biology, 13.7.1-13.7.10. La introducción de la construcción en otras células 
hospedadoras puede efectuarse mediante transfección con fosfato de calcio, transfección mediada con DEAE-
Dextrano o electroporación (Davis, L., et al., Basic Methods in Molecular Biology, (1986)).40

Las células hospedadoras transformadas o los cultivos celulares, como se ha descrito anteriormente, pueden 
examinarse con respecto al contenido de las proteínas endoglucanasa, celobiohidrolasa y/o β glucosidasa. Para el 
uso de las celulasas heterólogas secretadas, el contenido de las proteínas puede determinarse analizando los 
sobrenadantes de las células hospedadoras (por ejemplo, levaduras). En determinadas realizaciones, puede 45
recuperarse material de alto peso molecular del sobrenadante de las células de levadura, bien mediante 
precipitación con acetona o tamponando las muestras con cartuchos desalinizantes desechables. Las proteínas, 
incluyendo las celulosas heterólogas ligadas, también pueden recuperarse y purificarse de cultivos de células de 
levaduras recombinantes por métodos que incluyen preparación y lisis de esferoplastos, alteración celular utilizando
perlas de vidrio y alteración celular utilizando, por ejemplo, nitrógeno líquido. Como métodos de purificación de 50
proteínas adicionales se incluyen precipitación con etanol o con sulfato de amonio, extracción con ácidos, 
cromatografía de intercambio aniónico o catiónico, cromatografía con fosfato de celulosa, cromatografía de 
interacción hidrófoba, cromatografía de afinidad, cromatografía de hidroxiapatita, filtración en gel o cromatografía de 
lectina. Las etapas de replegamiento de proteínas pueden utilizarse si fuera necesario, para completar la 
configuración de la proteína madura. Finalmente, para las etapas de purificación final, puede emplearse 55
cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC).

Los métodos de análisis de proteínas incluyen métodos tales como el método de Lowry tradicional o el método de 
ensayo de proteínas de acuerdo con el protocolo del fabricante BioRad. Utilizando dichos métodos, puede estimarse 
el contenido proteico de las enzimas sacarolíticas. Adicionalmente, para medir con precisión la concentración 60
proteica, una celulasa heteróloga puede expresarse con una etiqueta, por ejemplo, una etiqueta de His o una 
etiqueta de HA y purificarse por métodos convencionales utilizando, por ejemplo, anticuerpos contra la etiqueta, una
técnica de purificación con resina de níquel convencional, o una estrategia similar.

Las células hospedadoras transformadas o los cultivos celulares, como se ha descrito anteriormente, pueden 65
analizarse además por hidrólisis de celulosa (por ejemplo, mediante un ensayo de detección de azúcar), para un tipo 
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de actividad celulasa particular (por ejemplo, midiendo la actividad de endoglucanasa, celobiohidrolasa o β-
glucosidasa individual) o para la actividad celulasa total. La actividad de endoglucanasa puede determinarse, por 
ejemplo, midiendo un aumento de extremos reductores en un sustrato de CMC específico de endoglucanasa. La 
actividad de celobiohidrolasa puede medirse, por ejemplo, utilizando sustratos celulósicos insolubles tales como la 
celulosa hinchada con ácido fosfórico (PASC), un sustrato amorfo, o celulosa microcristalina (Avicel) y determinando 5
el grado de hidrólisis del sustrato. La actividad β glucosidasa puede medirse por diversos ensayos, o utilizando, por 
ejemplo, celobiosa.

Una actividad celulasa total, que incluye a actividad de endoglucanasa, celobiohidrolasa y β-glucosidasa, puede 
hidrolizar sinérgicamente celulosa cristalina. Por tanto, la actividad celulasa total puede medirse utilizando sustratos 10
insolubles que incluyen sustratos celulósicos puros tales como papel de filtro Whatman No. 1, borra de algodón, 
celulosa microcristalina, celulosa bacteriana, celulosa de algas y sustratos que contienen celulosa tales como 
celulosa teñida, alfa-celulosa o lignocelulosa pretratada. La actividad específica de las celulasas también puede 
detectarse por métodos conocidos por un experto habitual en la técnica, tales como el ensayo con Avicel (descrito 
anteriormente) que podría normalizarse por la concentración de proteína (celulasa) medida para la muestra.15

Por tanto, un aspecto de la invención se refiere a la producción eficiente de celulasas para ayudar en la digestión de 
celulosa y en la generación de etanol. Una celulasa puede ser cualquier enzima implicada en la digestión, en el 
metabolismo y/o en la hidrolisis de celulasa, incluyendo una endoglucanasa, una exoglucanasa o una β-glucosidasa.

20
En realizaciones adicionales, las células hospedadoras transformadas o cultivos celulares se ensayan con respecto 
a la producción de etanol. La producción de etanol puede medirse por técnicas conocidas por un experto habitual en 
la materia, por ejemplo, mediante un método convencional de índice refractario por HPLC.

Celulasas heterólogas25

De acuerdo con la presente invención, la expresión de celulasas heterólogas en una célula hospedadora puede 
utilizarse, de manera ventajosa, para producir etanol a partir de fuentes celulósicas. Las celulasas de diversas 
fuentes pueden expresarse de manera heteróloga para aumentar satisfactoriamente la eficiencia de la producción de 
etanol. Por ejemplo, las celulasas pueden proceder de fuentes tales como hongos, bacterias, plantas, protozoos o 30
termitas. En algunas realizaciones, la celulasa es una celulasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, 
C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. 
lucknowens, e R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, 
Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastixpatricarum, 
Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, 35
Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, 
Neurospora Crassa, o de Arabidopsis thaliana.

En algunas realizaciones de la invención, celulasas múltiples de un solo organismo se coexpresan en la misma 
célula hospedadora. En algunas realizaciones de la invención, celulasas múltiples de diferentes organismos se 40
coexpresan en la misma célula hospedadora. En particular, celulasas de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, 
nueve o más organismos pueden coexpresarse en la misma célula hospedadora. De manera similar, la invención 
puede incluir cocultivos de cepas de levadura, en el que las cepas de levadura expresan diferentes celulasas. Los 
cocultivos pueden incluir cepas de levadura que expresan celulasas heterólogas del mismo organismo o de 
organismos diferentes. Los cocultivos pueden incluir cepas de levadura que expresen celulasas de dos, tres, cuatro, 45
cinco, seis, siete, ocho, nueve o más organismos.

Las celulasas de la presente invención incluyen tanto endoglucanasas como exoglucanasas. Las celulasas pueden 
ser, por ejemplo, endoglucanasas, β-glucosidasas o celobiohidrolasas.

50
En determinadas realizaciones de la invención, la endoglucanasa(s) puede ser endoglucanasa I o una isoforma, un 
parálogo u ortólogo de una endoglucanasa II. En algunas realizaciones, la endoglucanasa expresada por las células 
hospedadoras de la presente invención puede ser una endo-1,4-β-glucanasa recombinante. En realizaciones 
particulares, la endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. 
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, R. speratus Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, 55
Orpinomycess, Irpex lacteus, C. lucknowense, C. globosum, Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Neurospora 
crassa o de Acremonium thermophilum. En una realización particular, la endoglucanasa comprende una secuencia 
de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 30-39 o 52-56, como se muestra en la Tabla 1 a continuación. En 
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa comprende la secuencia de aminoácidos que es al menos 
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 60
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a una secuencia de aminoácidos 
seleccionada de las SEQ ID NO: 30-39 o 52-56.

En la práctica, si cualquier polinucleótido es al menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% 
idéntico a un polinucleótido de la presente invención, puede determinarse convencionalmente utilizando programas 65
informáticos conocidos. Los métodos para determinar el porcentaje de identidad, como se indica con más detalle 
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más adelante en relación a la identidad de polinucleótidos, son también relevantes para evaluar la identidad de 
secuencia del polipéptido.

En una realización particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa (“eg1") de Trichoderma reesei. En 
determinadas realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoácidos al menos 5
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:39.

En otra realización particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de C. formosanus. En determinadas 
realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoácidos al menos aproximadamente 70, 10
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, 
aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:31.

En otra realización particular, la endoglucanasa es una endoglucanasa de H. jecorina. En determinadas 
realizaciones, la endoglucanasa comprende una secuencia de aminoácidos al menos aproximadamente 70, 15
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, 
aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 100% idéntica a SEQ ID NO:54.

En determinadas realizaciones, la ß-glucosidasa es una ß-glucosidasa I o una isoforma, un parálogo o un ortólogo 
de ß-glucosidasa II. En determinadas realizaciones de la presente invención, la ß-glucosidasa procede de 20
Saccharomycopsis fibuligera. En realizaciones particulares, la ß-glucosidasa comprende una secuencia de 
aminoácidos al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, 
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID 
NO:40.

25
En determinadas realizaciones de la invención, la celobiohidrolasa(s) puede ser una celobiohidrolasa I y/o una 
isoforma, un parálogo o un ortólogo de celobiohidrolasa II. En una realización particular, la celobiohidrolasa 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NO: 21-29 o 46, como se muestra en la 
siguiente Tabla 1. En realizaciones particulares de la presente invención, la celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa 
I o II de Trichoderma reesei. En otra realización, una celobiohidrolasa comprende una secuencia de al menos 30
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID NO:27 o SEQ ID 
NO:28.

En otras realizaciones particulares de la presente invención la celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa I o II de T. 35
emersonii. En otra realización, la celobiohidrolasa comprende una secuencia de al menos aproximadamente 70, 
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, 
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100% idéntica a SEQ ID NO:23 o SEQ ID NO:24.

En otra realización, la celobiohidrolasa de la invención es una celobiohidrolasa de C. lucknowense. En una 40
realización particular, la celobiohidrolasa es celobiohidrolasa Cbh2b de C. lucknowense. En una realización, la
celobiohidrolasa comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 
90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 
100% idéntica a SEQ ID NO:25.

45
En algunas realizaciones particulares de la invención, la celulasa comprende una secuencia seleccionada de las 
secuencias indicadas en la Tabla 1 a continuación. Las celulasas de la invención también incluyen celulasas que 
comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, 
aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o 
100% idéntica a las secuencias de la Tabla 1.50

Algunas realizaciones de la invención incluyen un polipéptido que comprende al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 
80, 90, 100, 200, 300, 400, o 500 o más aminoácidos consecutivos de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-
56, o dominios, fragmentos, variantes o derivados de las mismas.

55
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En determinados aspectos de la invención, los polipéptidos y polinucleótidos de la presente invención se 
proporcionan en una forma aislada, por ejemplo, purificada hasta la homogeneidad.

La presente invención también incluye polipéptidos que comprenden, o como alternativa consisten en, una 
secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% similar a5
la del polinucleótido de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 y a partes de dicho polipéptido,
conteniendo dicha parte del polipéptido generalmente al menos 30 aminoácidos y más preferentemente al menos 50 
aminoácidos.

Como se sabe en la técnica, la “similitud” entre dos polipéptidos se determina comparando la secuencia de 10
aminoácidos del polipéptido, y los sustitutos de aminoácidos conservados en ella, con la secuencia de un segundo 
polipéptido.

La presente invención también se refiere a un dominio, fragmento, variante, derivado, o análogo del polipéptido de 
cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56.15

Los fragmentos o partes de los polipéptidos de la presente invención pueden emplearse para la producción del
polipéptido de longitud completa correspondiente mediante síntesis peptídica. Por lo tanto, los fragmentos pueden 
emplearse como productos intermedios para la producción de polipéptidos de longitud completa.

20
Los fragmentos de polipéptidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa, incluyen dominios, 
fragmentos proteolíticos, fragmentos de deleción y, en particular, fragmentos de polipéptidos de celobiohidrolasa, 
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, 
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, 
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 25
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, que conservan cualquier actividad biológica específica de las proteínas de 
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa. Adicionalmente los fragmentos de polipéptidos incluyen 30
cualquier parte del polipéptido que conserve una actividad catalítica de las proteínas de celobiohidrolasa, 
endoglucanasa o beta-glucosidasa.

La variante, el derivado o el análogo del polipéptido de cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56, puede ser 
(i) uno en el que uno o más de los restos de aminoácidos se sustituye con un resto de aminoácido conservado o no 35
conservado (preferentemente un resto de aminoácido conservado) y dicho resto de aminoácido conservado puede 
estar, o no, codificado por el código genético, o (ii) uno en el que uno o más de los restos de aminoácido incluye un 
grupo sustituyente, o (iii) uno en el que el polipéptido maduro se fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto 
para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que los aminoácidos 
adicionales se fusionan con el polipéptido maduro para la purificación del polipéptido o (v) uno en el que un 40
fragmento del polipéptido sea soluble, es decir, no esté unido a la membrana, sino que se una a ligandos en el 
receptor unido a la membrana. Se considera que, a partir de las enseñanzas del presente documento, dichas
variantes, derivados y análogos, están al alcance de los expertos en la técnica.

Los polipéptidos de la presente invención incluyen adicionalmente variantes de los polipéptidos. Una “variante” del 45
polipéptido puede ser una variante conservativa, o una variante alélica. Como se indica en el presente documento, 
una variante conservativa se refiere a alteraciones en la secuencia de aminoácidos que no afectan de manera 
adversa a las funciones biológicas de la proteína. Se dice que una sustitución, una inserción o una deleción afecta 
de un modo adverso a la proteína cuando la secuencia alterada impide o altera una función biológica asociada con la 
proteína. Por ejemplo, las propiedades hidrófilas-hidrófobas o estructurales, de carga general de la proteína, pueden50
alterarse sin afectar de un modo adverso a una actividad biológica. Por consiguiente, la secuencia de aminoácidos 
puede alterarse, por ejemplo, para hacer que el péptido sea más hidrófilo o hidrófobo, sin afectar de un modo 
adverso a las actividades biológicas de la proteína.

Por una “variante alélica” se entiende formas alternativas de un gen que ocupa un locus determinado en un 55
cromosoma de un organismo. Genes II, Lewin, B., ed., John Wiley & Sons, Nueva York (1985). Las variantes de 
origen no-natural pueden producirse utilizando técnicas de mutagénesis conocidas en la materia. Las variantes 
alélicas, aunque poseen una secuencia de aminoácidos ligeramente diferente a las indicadas anteriormente en el 
presente documento, seguirán teniendo las mismas funciones biológicas, o similares, asociadas con la proteína 
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, 60
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. 
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 65
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana.
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Las variantes alélicas, las variantes de sustitución conservativa, y miembros de las familias de las proteínas 
endoglucanasa, celobiohidrolasa o β-glucosidasa, pueden tener una secuencia de aminoácidos que tenga una 
identidad de secuencia de al menos 75%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% con una secuencia de 
aminoácidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. 
reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. 5
lucknowense, R. speratus, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, 
Acremonium thermophilum, R. flavipes, o Neosartorya fischeri, expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 21-
40, 46, o 52-56. En el presente documento, la identidad u homología con respecto a dichas secuencias se define 
como el porcentaje de restos de aminoácidos en la secuencia candidata que son idénticos a los péptidos conocidos, 
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para obtener un porcentaje de homología 10
máximo, y no considerando ninguna de las sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia. En 
la secuencia peptídica, las extensiones, deleciones o inserciones, en N-terminal, C-terminal o internas, no se
interpretará como que afectan a la homología.

Por tanto, las proteínas y los péptidos de la presente invención incluyen moléculas que comprenden la secuencia de 15
aminoácidos de las SEQ ID NO: 21-40, 46 y 52-56, o fragmentos de las mismas, que tienen una secuencia 
consecutiva de al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 35 o más restos de aminoácidos de las 
secuencias polipeptídicas de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. 
emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. 
fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., 20
Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, R. flavipes, o de Neosartorya fischeri; variantes de las secuencias de 
aminoácidos de dichas secuencias en las que al menos un resto de aminoácido se ha insertado en el N o C terminal, 
o en el interior de la secuencia desvelada; variantes de secuencias de aminoácidos de las secuencias desveladas, o 
sus fragmentos como se ha definido anteriormente, que se han sustituido por otro resto. Las variantes contempladas 
incluyen adicionalmente aquellas que contienen mutaciones predeterminadas mediante, por ejemplo, recombinación 25
homóloga, mutagénesis por PCR o dirigida a sitio y las proteínas correspondientes de otras especies animales, 
incluyendo, pero sin limitación, especies de bacterias, hongos, insecto, conejo, rata, porcino, bovino, ovino, equino y 
primates no humanos, los alelos u otras variantes de origen natural de la familia de proteínas; y derivados en los que 
la proteína se ha modificado covalentemente por sustitución, medios químicos, enzimáticos u otros medios 
apropiados con un radical que no sea un aminoácido de origen natural (por ejemplo, un radical detectable tal como 30
una enzima o un radioisótopo).

Utilizando métodos conocidos de modificación por ingeniería genética de proteínas y tecnología de ADN 
recombinante, pueden generarse variantes para mejorar o alterar las características de los polipéptidos de celulasa. 
Por ejemplo, uno o más aminoácidos puede delecionarse del extremo N o del extremo C de la proteína secretada sin 35
que haya una pérdida sustancial de función biológica.

Por tanto, la invención incluye adicionalmente, variantes polipeptídicas de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-
glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. 
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum 40
thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus 
degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, 
Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, 
Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes o de 
Arabidopsis thaliana, que muestran actividad biológica sustancial. Dichas variantes incluyen deleciones, inserciones, 45
inversiones, repeticiones y sustituciones seleccionadas de acuerdo con normas generales conocidas en la técnica de 
manera que tengan poco efecto sobre la actividad.

El experto en la técnica es plenamente consciente de las sustituciones de aminoácidos que son menos probables 
que afecten, o que no es probable que afecten, significativamente a la función de la proteína (por ejemplo, 50
reemplazando un aminoácido alifático con un segundo aminoácido alifático), como se describe adicionalmente a 
continuación.

Por ejemplo, en Bowie et al., "Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid 
Substitutions," Science 247:1306-1310 (1990), se proporciona orientación sobre cómo hacer sustituciones de 55
aminoácidos fenotípicamente silenciosas, donde los autores indican que hay dos estrategias principales para 
estudiar la tolerancia al cambio de una secuencia de aminoácidos.

La primera estrategia aprovecha la tolerancia de las sustituciones de aminoácidos por selección natural durante el 
proceso de la evolución. Comparando secuencias de aminoácidos en diferentes especies, pueden identificarse 60
aminoácidos conservados. Estos aminoácidos conservados son probablemente importantes para el funcionamiento 
de las proteínas. En cambio, las posiciones de aminoácidos en las que se han tolerado sustituciones por selección 
natural indican que estas posiciones no son críticas para el funcionamiento de las proteínas. De este modo, las 
posiciones que toleran la sustitución de aminoácidos podrían modificarse conservando al mismo tiempo la actividad 
biológica de la proteína.65
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La segunda estrategia utiliza modificación por ingeniería genética para introducir cambios de aminoácidos en 
posiciones específicas de un gen clonado para identificar regiones críticas para el funcionamiento de las proteínas. 
Por ejemplo, puede utilizarse mutagénesis dirigida a sitio o mutagénesis con alanina (introducción de mutaciones de 
una sola alanina en cada resto en la molécula). (Cunningham y Wells, Science 244:1081-1085 (1989).) La actividad 
biológica de las moléculas mutantes resultantes puede después someterse a ensayo.5

Como indican los autores, estas dos estrategias han revelado que, sorprendentemente, las proteínas a menudo 
toleran sustituciones de aminoácidos. Además, los autores indican cuales son los cambios de aminoácidos 
posiblemente permisivos en determinadas posiciones de aminoácidos en la proteína. Por ejemplo, los restos de 
aminoácido más ocultos (dentro de la estructura terciaria de la proteína) requieren cadenas laterales no polares,10
mientras que generalmente se conservan algunas características de las cadenas laterales en la superficie. Además, 
las sustituciones de aminoácidos conservativas toleradas implican el reemplazo de los aminoácidos alifáticos o 
hidrófobos Ala, Val, Leu e Ile; el reemplazo de los restos de hidroxilo Ser y Thr; el reemplazo de los restos ácidos 
Asp y Glu; el reemplazo de los restos amida Asn y Gln, el reemplazo de los restos básicos Lys, Arg, e His; el 
reemplazo de los restos aromáticos Phe, Tyr, y Trp y el remplazo de los aminoácidos de pequeño tamaño Ala, Ser, 15
Thr, Met y Gly.

Los términos “derivado” y “análogo” se refieren a un polipéptido que difiere del polipéptido de celobiohidrolasa, 
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, 
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, 20
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastixpatricarum, Aspergillus kawachii, 
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, pero que conserva sus propiedades esenciales. Generalmente, los derivados 25
y análogos son en conjunto muy similares, y, en muchas regiones, idénticos a los polipéptidos de celobiohidrolasa, 
endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, 
N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, 
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 30
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana. Cuando los términos “derivado” y “análogo” se refieren a los polipéptidos de 
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, 
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. 35
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis,
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes o de Arabidopsis thaliana incluyen cualquiera de los polipéptidos que conservan al menos algo de la 40
actividad del polipéptido nativo correspondiente, por ejemplo, la actividad exoglucanasa, o la actividad del dominio 
catalítico.

Los derivados de polipéptidos de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, 
T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. 45
fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, 
Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix 
patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium 
thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, 
Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana, son polipéptidos que se han alterado 50
de manera que muestran características adicionales no encontradas en el polipéptido nativo. Los derivados pueden 
modificarse covalentemente por sustitución, medios enzimáticos, químicos u otros medios apropiados con un radical
distinto de un aminoácido de origen natural (por ejemplo, un radical detectable, tal como una enzima o un 
radioisótopo). Los ejemplos de derivados incluyen proteínas de fusión.

55
Un análogo es otra forma de un polipéptido de celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. 
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, 
N. walkeri, S. fibuligera, C. lucknowense, R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium 
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, 
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, 60
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o de Arabidopsis thaliana de la presente invención. 
Un “análogo” también conserva sustancialmente la misma función o actividad biológica que la del polipéptido de 
interés, por ejemplo, funciona como una celobiohidrolasa. Un análogo incluye una proproteína que puede activarse 
por escisión de la parte proproteína para producir un polipéptido maduro activo.65
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El polipéptido de la presente invención puede ser un polipéptido recombinante, un polipéptido natural o un 
polipéptido sintético. En algunas realizaciones particulares, el polipéptido es un polipéptido recombinante.

En la presente invención también se proporcionan variantes alélicas, ortólogos y/u homólogos de especies. 
Utilizando información de las secuencias desveladas en el presente documento o los clones depositados en la 5
ATCC, pueden utilizarse procedimientos conocidos en la técnica para obtener genes de longitud completa, variantes 
alélicas, variantes de corte y empalme, partes codificantes de longitud completa, ortólogos y/u homólogos de 
especies de genes correspondientes a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-40. Por ejemplo, construyendo sondas o 
cebadores adecuados a partir de las secuencias proporcionadas en el presente documento y explorando una fuente 
de ácido nucleico adecuada para las variantes alélicas y/o el homólogo deseado, pueden aislarse e identificarse 10
variantes alélicas y/u homólogos de especies.

Secuencias consenso de celulasas

En algunas realizaciones de la presente invención, las células hospedadoras expresan al menos una celulasa 15
heteróloga que no procede de ningún organismo particular, sino que tiene una secuencia de aminoácidos adicional 
que es una secuencia celulasa consenso. La secuencia celulasa consenso puede ser una secuencia consenso 
endoglucanasa, una secuencia consenso ß-glucosidasa o una secuencia consenso celobiohidrolasa.

En una realización particular, la celulasa heteróloga es una secuencia consenso de CBH1. Por lo tanto, en una 20
realización, la invención se refiere a una secuencia polipeptídica que comprende una secuencia que es al menos 
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO: 43. En algunas 
realizaciones, la invención se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 43.

La invención también se refiere a células hospedadoras que comprende una secuencia polipeptídica que comprende 25
una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 99 % o 100 % idéntica a la secuencia consenso de
CBH1 de SEQ ID NO: 43. La invención se refiere adicionalmente a células hospedadoras que comprenden un 
polinucleótido que codifica una secuencia polipeptídica que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 
90 %, 95 %, 98 % 99 % o 100 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO:43. En algunas 
realizaciones, la célula hospedadora comprende al menos un polinucleótido que codifica una secuencia polipeptídica 30
que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la 
secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO:43 y al menos un segundo polinucleótido que codifica una celulasa 
heteróloga. El segundo polinucleótido puede codificar una endoglucanasa, una β-glucosidasa, una celobiohidrolasa, 
una secuencia consenso de endoglucanasa, una secuencia consenso de β-glucosidasa o una secuencia consenso 
de celobiohidrolasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora que comprende el polinucleótido que codifica 35
una secuencia polipeptídica que comprende una secuencia que es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, o 
100 % idéntica a la secuencia consenso de CBH1 de SEQ ID NO: 43, puede producir etanol cuando se cultiva 
utilizando celulosa como fuente de carbono.

Combinaciones de celulasas40

En algunas realizaciones de la presente invención las células hospedadoras expresan una combinación de celulasas 
heterólogas. Por ejemplo, la célula hospedadora puede contener al menos dos celulasas heterólogas, al menos tres 
celulasas heterólogas, al menos cuatro celulasas heterólogas, al menos cinco celulasas heterólogas, al menos seis 
celulasas heterólogas, al menos siete celulasas heterólogas, al menos ocho celulasas heterólogas, al menos nueve 45
celulasas heterólogas, al menos diez celulasas heterólogas, al menos once celulasas heterólogas, al menos doce 
celulasas heterólogas, al menos trece celulasas heterólogas, al menos catorce celulasas heterólogas o al menos 
quince celulasas heterólogas. Las celulasas heterólogas en la célula hospedadora pueden ser de la misma especie o 
de especies diferentes.

50
En algunas realizaciones de la presente invención, las células hospedadoras expresan una combinación de 
celulasas heterólogas que incluye al menos una endoglucanasa, al menos una β-glucosidasa y al menos una 
celobiohidrolasa. En otra realización de la invención, las células hospedadoras expresan una combinación de 
celulasas heterólogas que incluye al menos una endoglucanasa, al menos una β-glucosidasa y al menos dos 
celobiohidrolasas. Las al menos dos celobiohidrolasas pueden ser ambas celobiohidrolasa I, ambas celobiohidrolasa 55
II, o una puede ser celobiohidrolasa I y la otra celobiohidrolasa II.

En una realización particular de la invención, las células hospedadoras expresan una combinación de celulasas que 
incluye una endoglucanasa I de C. formosanus y una β-glucosidasa I de S. fibuligera. En otra realización de la 
invención, las células hospedadoras expresan una combinación de celulasas que incluye una celobiohidrolasa I de 60
T. emersonii y una celobiohidrolasa II de T. reesei.

En otra realización más, las células hospedadoras expresan una combinación de celulasas que incluye una 
endoglucanasa I de C. formosanus una β-glucosidasa I de S. fibuligera, una celobiohidrolasa I de T. emersonii y una 
celobiohidrolasa II de C. lucknowense. En otra realización más, las células hospedadoras expresan una combinación 65
de celulasas que incluye una endoglucanasa I de C. formosanus, una β-glucosidasa I de S. fibuligera, una 
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celobiohidrolasa I de T. emersonii y una celobiohidrolasa II de T. reesei. En otra realización adicional las células 
hospedadoras expresan una combinación de celulasas que incluye una endoglucanasa 2 de H. jecorina una β-
glucosidasa I de S. fibuligera, una celobiohidrolasa I de T. emersonii y una celobiohidrolasa II de T. reesei. En otra 
realización adicional, las células hospedadoras expresan una combinación de celulasas que incluye una 
endoglucanasa 2 de H. jecorina, una β-glucosidasa I de S. fibuligera, una celobiohidrolasa I de T. emersonii y una 5
celobiohidrolasa II de C. lucknowense.

Celulasas ligadas y secretadas

De acuerdo con la presente invención, las celulasas pueden estar ligadas o secretadas. Como se indica en el 10
presente documento, una proteína está “ligada” a la superficie celular de un organismo si al menos un extremo de la 
proteína está unido, por unión covalente y/o electroestática, por ejemplo, a la membrana celular o a la pared celular. 
Se apreciará que una proteína ligada puede incluir una o más regiones enzimáticas que pueden unirse a uno o más 
tipos de regiones distintas a nivel de ácido nucleico y de proteína (por ejemplo, un promotor, un terminador, un 
dominio de anclaje, un enlazador, una región de señalización, etc.). Sin embargo, aunque la una o más regiones 15
enzimáticas pueden no estar directamente unidas a la membrana celular o a la pared celular (por ejemplo, tal como 
cuando se produce la unión mediante un dominio de anclaje), la proteína se considera una “enzima ligada” de 
acuerdo con la presente memoria descriptiva.

El ligamiento puede realizarse, por ejemplo, incorporando un dominio de anclaje en una proteína recombinante que 20
se expresa de una manera heteróloga en una célula o por prenilación, enlace acil graso, anclajes de glicosil fosfatidil 
inositol u otros anclajes moleculares adecuados que puedan anclar la proteína ligada a la membrana celular o a la 
pared celular de la célula hospedadora. Una proteína ligada puede estar ligada en su extremo amino terminal u 
opcionalmente en su extremo carboxilo terminal.

25
Según se indica en el presente documento “secretada” significa liberada en el entorno extracelular, por ejemplo, en 
el medio. Aunque las proteínas ligadas pueden tener señales de secreción como parte de su secuencia de 
aminoácidos inmadura, estas se mantienen unidas a la superficie celular y no se incluyen dentro del ámbito de las 
proteínas secretadas tal y como se indica en el presente documento.

30
Como se indica en el presente documento, una “secuencia enlazadora flexible” se refiere a una secuencia de 
aminoácidos que enlaza dos secuencias de aminoácidos, por ejemplo, una secuencia de aminoácidos de anclaje a 
la pared celular con una secuencia de aminoácidos que contiene la actividad enzimática deseada. La secuencia 
enlazadora flexible permite libertad necesaria a la secuencia de aminoácidos que contiene la actividad enzimática 
deseada que tiene impedimento estérico reducido con respecto a la proximidad a la célula y también puede facilitar 35
un plegamiento apropiado de la secuencia de aminoácidos que contiene la actividad enzimática deseada.

En algunas realizaciones de la presente invención, las enzimas celulasas ligadas están ligadas mediante una 
secuencia enlazadora flexible ligada a un dominio de anclaje. En algunas realizaciones, el dominio de anclaje es de 
CWP2 (para el anclaje carboxilo terminal) o de FLO1 (para el anclaje amino terminal) de S. cerevisiae.40

En algunas realizaciones, pueden añadirse señales de secreción heterólogas a los vectores de expresión para 
facilitar la expresión extracelular de las proteínas celulasas. En algunas realizaciones, la señal de secreción 
heteróloga es la señal de secreción de Xyn2 de T. reesei.

45
Proteínas de fusión que comprenden celulasas

La presente invención también incluye proteína de fusión. Por ejemplo, las proteínas de fusión pueden ser una fusión 
de una celulasa heteróloga y de un segundo péptido. La celulasa heteróloga y el segundo péptido pueden fusionarse 
directa o indirectamente, por ejemplo, a través de una secuencia enlazadora. La proteína de fusión puede 50
comprender, por ejemplo, un segundo péptido que está en posición N terminal con respecto a la celulasa heteróloga 
y/o un segundo péptido que está en posición C terminal con respecto a la celulasa heteróloga. Por tanto, en 
determinadas realizaciones, el polipéptido de la presente invención comprende un primer polipéptido y un segundo 
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteróloga.

55
De acuerdo con la presente invención, la proteína de fusión puede comprender un primer y un segundo polipéptido 
en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteróloga y el segundo polipéptido comprende una 
secuencia señal. De acuerdo con otra realización, la proteína de fusión puede comprender un primer y un segundo 
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteróloga y el segundo polipéptido comprende 
un polipéptido que se usa para facilitar la purificación o la identificación de un péptido indicador. El polipéptido que se 60
utiliza para facilitar la purificación o identificación del péptido indicador puede ser, por ejemplo, una etiqueta de HIS, 
una etiqueta de GST, una etiqueta de HA, una etiqueta de FLAG, una etiqueta de MYC o una proteína fluorescente.

De acuerdo con otra realización adicional, la proteína de fusión puede comprender un primer y un segundo 
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteróloga y el segundo polipéptido comprende 65
un péptido de anclaje. En algunas realizaciones, el dominio de anclaje es de CWP2 (para el anclaje carboxilo
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terminal) o de FLO1 (para el anclaje amino terminal) de S. cerevisiae.

De acuerdo con otra realización adicional, la proteína de fusión puede comprender un primer y un segundo 
polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celulasa heteróloga y el segundo polipéptido comprende 
un módulo de unión a celulosa (MUC). En algunas realizaciones, el MUC es, por ejemplo, de Cbh1 o Cbh2 de T. 5
reesei, de Cbh1 de H. grisea o de Cbh2b de C. lucknowense. En algunas realizaciones particulares, el MUC está 
fusionado a una celobiohidrolasa. En una realización particular, la proteína de fusión comprende un primer y un 
segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido comprende una celobiohidrolasa heteróloga y el segundo 
polipéptido comprende un MUC. En otra realización particular, la celobiohidrolasa es celobiohidrolasa I de T. 
emersonii y el MUC es un MUC de celobiohidrolasa de T. reesei. En otra realización particular más, la 10
celobiohidrolasa es celobiohidrolasa I de T. emersonii y el MUC es un MUC de celobiohidrolasa de H. grisea. En 
algunas realizaciones, el MUC de H. grisea comprende los aminoácidos 492-525 e SEQ ID NO: 21.

En determinadas realizaciones, el polipéptido de la presente invención incluye una proteína de fusión que 
comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido, en el que el primer polipéptido es una celobiohidrolasa y 15
el segundo polipéptido es un dominio o un fragmento de una celobiohidrolasa. En determinadas realizaciones, el 
polipéptido de la presente invención incluye una proteína de fusión que comprende un primer polipéptido, en el que 
el primer polipéptido es una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea, una Cbh1 de T. aurantiacusi, una Cbh2 
de T. emersonii, una Cbh1 de T. reesei, una Cbh2 de T. reesei, una Cbh2b de C. lucknowense, o un dominio, un 
fragmento, una variante o un derivado de los mismos, y un segundo polipéptido, en el que el segundo polipéptido es 20
una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea o una Cbh1 de T. aurantiacusi, una Cbh2 de T. emersonii, una 
Cbh1 de T. reesei o una Cbh2 de T. reesei, una Cbh2b de C. lucknowense, o un dominio, un fragmento, una variante 
o un derivado de los mismos. En realizaciones particulares el primer polipéptido es la Cbh1 de T. emersonii y el 
segundo polipéptido es un MUC de Cbh1 o Cbh2 de T. reesei o de Cbh2b de C. lucknowense. En realizaciones 
adicionales, el primer polipéptido está en posición N terminal o C terminal con respecto al segundo polipéptido. En 25
determinadas otras realizaciones, el primer polipéptido y/o el segundo polipéptido están codificados por 
polinucleótidos con codones optimizados, por ejemplo, polinucleótidos con codones optimizados para S. cerevisiae o 
Kluveromyces. En realizaciones particulares, el primer polinucleótido es una cbh1 de T. emersonii con codones 
optimizados y el segundo polipéptido codifica un MUC con codones optimizados de Cbh1 o Cbh2 de T. reesei. En 
otras realizaciones particulares, el primer polinucleótido es una cbh1 de T. emersonii con codones optimizados y el 30
segundo polinucleótido codifica un MUC con codones optimizados de C. lucknowense o Cbh2b.

En determinadas otras realizaciones, el primer polipéptido y el segundo polipéptido están fusionados mediante una 
secuencia enlazadora. La secuencia enlazadora puede, en algunas realizaciones, estar codificada por un 
polinucleótido con codones optimizados. (Los polinucleótidos con codones optimizados se describen más adelante35
con más detalle). Una secuencia de aminoácidos correspondiente a un enlazador 1 con codones optimizados de 
acuerdo con la invención es una fusión de enlazador flexible - etiqueta de strep - sitio TEV- FLAG - enlazador flexible 
fusión y corresponde a la secuencia GGGGSGGGGS AWHPQFGG ENLYFQG DYKDDDK GGGGSGGGGS (SEQ 
ID NO:57)

40
La secuencia de ADN es como se indica a continuación:

Una secuencia de aminoácidos correspondiente a un enlazador 2 con codones optimizados es un enlazador flexible45
- etiqueta de strep – enlazador - sitio TEV - enlazador flexible y corresponde a la secuencia GGGGSGGGGS 
WSHPQFEK GG ENLYFQG GGGGSGGGGS (SEQ ID NO:58). La secuencia de ADN es como se indica a 
continuación:

50
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Cocultivos

La presente invención también se refiere a cocultivos que comprenden al menos dos células hospedadoras de 
levadura, en el que las al menos dos células hospedadoras de levadura comprenden un polinucleótido aislado que 
codifica una celulasa heteróloga. Como se indica en el presente documento, un “cocultivo” se refiere al crecimiento 5
conjunto de dos cepas o especies diferentes de células hospedadoras en el mismo recipiente. En algunas 
realizaciones de la invención, al menos una célula hospedadora del cocultivo comprende un polinucleótido 
heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una endoglucanasa, comprendiendo al menos una célula 
hospedadora del cocultivo un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una β-
glucosidasa y al menos una célula hospedadora comprende un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido 10
nucleico que codifica una celobiohidrolasa. En una realización adicional, el cocultivo comprende además una célula 
hospedadora que comprende un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una 
segunda celobiohidrolasa. 

El cocultivo puede comprender dos o más cepas de células hospedadoras de levadura y las celulasas heterólogas 15
pueden expresarse en cualquier combinación en las dos o más cepas de células hospedadoras. Por ejemplo, de 
acuerdo con la presente invención, el cocultivo puede comprender dos cepas: una cepa de las células hospedadoras 
que expresa una endoglucanasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa una β-glucosidasa, una 
celobiohidrolasa y una segunda celobiohidrolasa. De acuerdo con la presente invención, el cocultivo también puede 
comprender cuatro cepas: una cepa de células hospedadoras que expresa una endoglucanasa, una cepa de células 20
hospedadoras que expresa una β-glucosidasa, una cepa de células hospedadoras que expresa una primera 
celobiohidrolasa, y una cepa de células hospedadoras que codifica una segunda celobiohidrolasa. De manera 
similar, el cocultivo puede comprender una cepa de células hospedadoras que expresa dos celulasas, por ejemplo, 
una endoglucanasa y una β-glucosidasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa dos celulasas, 
por ejemplo, una endoglucanasa y una beta-glucosidasa y una segunda cepa de células hospedadoras que expresa 25
una o más celulasas, por ejemplo, una o más celobiohidrolasas. El cocultivo también puede incluir, además de las al 
menos dos células hospedadoras que comprenden celulasas heterólogas, otras células hospedadoras que no 
comprenden celulasas heterólogas.

En el cocultivo las diversas cepas de células hospedadoras pueden estar presentes en igual número, o una cepa o 30
especie de célula hospedadora puede superar significativamente en número a otra segunda cepa o especie de 
célula hospedadora. Por ejemplo, en un cocultivo que comprende dos cepas o especies de células hospedadoras la 
proporción de una célula hospedadora con respecto a otra puede ser de aproximadamente 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 
1:10, 1:100, 1:500 o 1:1000. De manera similar, en un cocultivo que comprende tres o más cepas o especies de 
células hospedadoras, las cepas o especies de células hospedadoras pueden estar presentes en igual o distinto 35
número.

Los cocultivos de la presente invención pueden incluir celulasas ligadas, celulasas secretadas o celulasas tanto 
ligadas como secretadas. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la invención, el cocultivo comprende al menos 
una célula hospedadora de levadura que comprende un polinucleótido que codifica una celulasa heteróloga 40
secretada. En otra realización, el cocultivo comprende al menos una célula hospedadora de levadura que 
comprende un polinucleótido que codifica una celulasa heteróloga ligada. En otra realización, todas las celulasas 
heterólogas en el cocultivo se secretan y en otra realización, todas las celulasas heterólogas en el cocultivo están 
ligadas. Además, en el cocultivo puede haber otras celulasas, tales como células externamente añadidas.

45
Polinucleótidos que codifican celulasas heterólogas

La presente invención también incluye polinucleótidos aislados que codifican celulasas de la presente invención. Por 
tanto, los polinucleótidos de la invención pueden codificar endoglucanasas o exoglucanasas. Los polinucleótidos 
pueden codificar endoglucanasas, β-glucosidasas o celobiohidrolasas.50

En algunas realizaciones particulares de la invención, el polinucleótido codifica una endoglucanasa que es una endo-
1,4-ß-glucanasa. En realizaciones particulares, el polinucleótido codifica una endoglucanasa I de Trichoderma 
reesei. En determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa está codificada por un polinucleótido que comprende 
la secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, 55
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, por 100 % idéntica a la 
SEQ ID NO:19. En realizaciones particulares, el polinucleótido codifica una endoglucanasa I de C. formosanus. En 
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa está codificada por un polinucleótido que comprende una 
secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, 
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ 60
ID NO: 11. En realizaciones particulares, el polinucleótido codifica una endoglucanasa I de Trichoderma reesei. En 
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa está codificada por un polinucleótido que comprende una 
secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, 
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ 
ID NO:19. En realizaciones particulares, el polinucleótido codifica una endoglucanasa 2 de H. jecorina. En 65
determinadas otras realizaciones, la endoglucanasa está codificada por un polinucleótido que comprende una 
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secuencia al menos aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, 
aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ 
ID NO:54.

En determinadas realizaciones, el polinucleótido codifica una isoforma, un parálogo o un ortólogo de una β-5
glucosidasa I o una β-glucosidasa II. En determinadas realizaciones de la presente invención, el polinucleótido 
codifica una β-glucosidasa derivada de Saccharomycopsis fibuligera. En realizaciones particulares, la β-glucosidasa 
está codificada por un polinucleótido que comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, 
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, 
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:20.10

En determinadas realizaciones de la invención, el polinucleótido codifica una isoforma, un parálogo o un ortólogo de 
celobiohidrolasa I y/o celobiohidrolasa II. En realizaciones particulares de la presente invención, el polinucleótido 
codifica una celobiohidrolasa I o II de Trichoderma reesei. En realizaciones particulares de la presente invención, el 
polinucleótido codifica una celobiohidrolasa I o II de Trichoderma emersonii. En otra realización, a la celobiohidrolasa 15
está codificada por un polinucleótido que comprende una secuencia al menos aproximadamente 70, 
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, 
aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:7 o SEQ ID NO:8. En realizaciones 
particulares de la presente invención, el polinucleótido codifica una celobiohidrolasa de C. lucknowense. En otra 
realización, la celobiohidrolasa está codificada por un polinucleótido que comprende una secuencia al menos 20
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a la SEQ ID NO:5.

En realizaciones adicionales el polinucleótido es un polipéptido que comprende una secuencia al menos 
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 25
aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99, o 100 % idéntica a una secuencia de nucleótidos 
indicada en la Tabla 1. En determinados aspectos el polinucleótido puede codificar una endoglucanasa, una 
celobiohidrolasa o β-glucosidasa procedente, por ejemplo, de una fuente fúngica, bacteriana, protozoaria o de 
termita.

30
En determinados aspectos, la presente invención se refiere a un polinucleótido que comprende un ácido nucleico 
que codifica un dominio funcional o estructural de Cbh1 o Cbh2 de T. emersonii, H. grisea, T. aurantiacus, C. 
lucknowense o T. reesei. Por ejemplo, los dominios de Cbh1 de T. reesei incluyen, sin limitación: (1) una secuencia 
señal, del aminoácido 1 al 33 de SEQ ID NO: 27; (2) un dominio catalítico (DC) desde aproximadamente el 
aminoácido 41 a aproximadamente el aminoácido 465 de SEQ ID NO: 27; y (3) un módulo de unión a celulosa 35
(MUC) desde aproximadamente el aminoácido 503 a aproximadamente el aminoácido 535 de SEQ ID NO: 27. Los 
dominios de Cbh2 de T. reesei incluyen, sin limitación: (1) una secuencia señal, desde el aminoácido 1 al 33 de SEQ 
ID NO: 27; (2) un dominio catalítico (DC) desde aproximadamente el aminoácido 141 a aproximadamente el 
aminoácido 454 de SEQ ID NO: 27; y (3) un módulo de unión a celulosa (MUC) desde aproximadamente el 
aminoácido 52 a aproximadamente el aminoácido 83 de SEQ ID NO: 27.40

La presente invención también incluye un polinucleótido aislado que comprende un ácido nucleico que es al menos 
aproximadamente 70 %, 75 % u 80 % idéntico, al menos de aproximadamente 90 % a aproximadamente 95 % 
idéntico, o al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico, a un ácido nucleico que codifica 
un dominio de Cbh1 o Cbh2 de T. emersonii, H. grisea, T. aurantiacus, C. lucknowense o T. reesei, como se ha 45
descrito anteriormente.

La presente invención también incluye variantes de los genes de celulasa, como se ha descrito anteriormente. Las 
variantes pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, en las regiones no codificantes o en ambas
regiones. Son ejemplos variantes polinucleotídicas que contiene alteraciones que producen sustituciones, adiciones 50
o deleciones silenciosas, pero que no alteran las propiedades o las actividades del polipéptido codificado. En 
determinadas realizaciones, las variantes nucleotídicas se producen por sustituciones silenciosas debido a la 
generación del código genético. En realizaciones adicionales, pueden producirse variantes polinucleotídicas de 
celulasas de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. 
acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum 55
thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridumjosui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus 
degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, 
Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, 
Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, y Arabidopsis 
thaliana por diversas razones, por ejemplo, para optimizar con codones la expresión de un hospedador particular. 60
Más adelante se analizan adicionalmente polinucleótidos con codones optimizados de la presente invención.

La presente invención también incluye un polinucleótido aislado que codifica una proteína de fusión. En 
determinadas realizaciones el ácido nucleico que codifica una proteína de fusión comprende un primer polinucleótido 
que codifica una Cbh1 de T. emersonii, una Cbh1 de H. grisea, una CBH1 de T. aurantiacusi o una Cbh1 de T. 65
emersonii y un segundo polinucleótido que codifica el dominio del MUC de la cbh1 de T. reesei o de la cbh2 de T. 
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reesei o de la cbh2b de C. lucknowense. En realizaciones particulares del ácido nucleico que codifica una proteína 
de fusión, el primer polinucleótido codifica una cbh1 de T. emersonii y el segundo polinucleótido codifica un MUC de 
la Cbh1 o de la Cbh2 de T. reesei.

En realizaciones adicionales, el primer y segundo polinucleótido están en la primera orientación, o el segundo 5
polinucleótido está en orientación inversa con respecto al primer polinucleótido. En realizaciones adicionales, el 
primer polinucleótido codifica un polipéptido que está en posición N terminal o C terminal con respecto al polipéptido 
codificado por el segundo polipéptido. En determinadas otras realizaciones, el primer polinucleótido y/o el segundo 
polinucleótido están codificados por polinucleótidos con codones optimizados, por ejemplo, polinucleótidos con 
codones optimizados para S. cerevisiae, Kluyveromyces o tanto para S. cerevisiae como para Kluyveromyces. En 10
realizaciones particulares del ácido nucleico que codifica una proteína de fusión, el primer polinucleótido es una cbh1 
de T. emersonii con codones optimizados y el segundo polinucleótido codifica un MUC con codones optimizados de 
Cbh1 o Cbh2 de T. reesei.

En la presente invención también se proporcionan variantes alélicas, ortólogos y/u homólogos de especies. Para 15
obtener genes de longitud completa, variantes alélicas, variantes de corte y empalme, partes codificantes de longitud 
completa, ortólogos y/u homólogos de especies de genes correspondientes a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20, 
pueden utilizarse procedimientos conocidos en la técnica utilizando información de las secuencias desveladas en el 
presente documento o de los clones depositados en la ATCC. Por ejemplo, a partir de las secuencias 
proporcionadas en el presente documento, pueden aislarse variantes alélicas y/u homólogos de especies, y pueden 20
identificarse para construir sondas o cebadores adecuados y explorar una fuente de ácido nucleico que sea 
adecuada para las variantes alélicas y/o el homólogo deseado.

Por un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos al menos, por ejemplo, 95 % “idéntica” a una 
secuencia de nucleótidos de referencia de la presente invención, se entiende que la secuencia de nucleótidos del 25
ácido nucleico es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de nucleótidos puede incluir hasta 
cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos de referencia que codifica el 
polipéptido particular. En otras palabras, para obtener un ácido nucleico que tenga una secuencia de nucleótidos al 
menos 95 % idéntica a una secuencia de nucleótidos de referencia, hasta el 5 % de los nucleótidos en la secuencia 
de referencia puede delecionarse o sustituirse por otro nucleótido, o por diversos nucleótidos, hasta el 5 % del total 30
de nucleótidos en la secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. La secuencia 
problema puede ser una secuencia entera mostrada de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20, o cualquier fragmento o 
dominio especificado como se describe en el presente documento.

Como un asunto práctico, utilizando programas informáticos conocidos puede determinarse de manera convencional 35
si cualquier molécula de ácido nucleico o polipéptido particular es al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 % o 99 % idéntica a la secuencia de nucleótidos o polipéptido de la presente invención. Un método para 
determinar la mejor coincidencia total entre una secuencia problema (una secuencia de la presente invención) y una
secuencia objeto, también denominado alineamiento global de secuencias, puede determinarse utilizando el 
programa informático FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci. (1990) 6:237-245.) En un 40
alineamiento de secuencias, tanto la secuencias problema como la secuencia objeto son secuencias de ADN. Una 
secuencia de ARN puede compararse convirtiendo el U en T. El resultado de dicho alineamiento de secuencia global 
es un porcentaje de identidad. Los parámetros preferidos utilizados en un alineamiento FASTDB de secuencias de 
ADN para calcular el porcentaje de identidad son: Matriz=Unitaria, k-tupla=4, Penalización por emparejamiento 
erróneo=1, Penalización por unión=30, Longitud de grupo de aleatorización=0, Puntuación de límite=1, Penalización 45
por hueco=5, Penalización por tamaño de hueco 0,05, Tamaño de ventana=500 o la longitud de la secuencia de 
nucleótidos objeto, por muy corta que sea.

Si la secuencia objeto es más corta que la secuencia problema debido a deleciones 5’ o 3’, no debido a deleciones 
internas, puede realizarse una corrección manual en los resultados. Esto es porque el programa FASTDB no explica 50
los truncamientos 5’ y 3’ de la secuencia objeto cuando se calcula el porcentaje de identidad. Para secuencias objeto
truncadas en los extremos 5’ o 3’, con respecto a la secuencia problema, el porcentaje de identidad se corrige 
calculando el número de bases de la secuencia problema que están en 5’ y 3’ de la secuencia objeto, que no están 
emparejadas/alienadas, como un porcentaje del total de bases de la secuencia problema. Si un nucleótido está 
emparejado/alineado se determina por resultados de la secuencia FASTDB del alineamiento de la secuencia 55
FASTDB. Este porcentaje se resta después del porcentaje de identidad, calculado por el programa FASTDB anterior 
utilizando los parámetros especificados, para llegar a una puntuación de porcentaje de identidad final. Esta 
puntuación corregida es la que se utiliza para los fines de la presente invención. Únicamente las bases que están 
fuera de las bases en 5’ y 3’ de las secuencias objeto, como se muestra en alineamiento FASTDB, que no están
emparejadas/alineadas con la secuencia problema, se calculan para los fines de ajustar manualmente la puntuación 60
del porcentaje de identidad.

Por ejemplo, para determinar el porcentaje de identidad, una secuencia objeto de 90 bases se alinea con una 
secuencia problema de 100 bases. Las deleciones se producen en el extremo 5’ de la secuencia objeto y, por lo 
tanto, el alineamiento FASTDB no muestra un emparejamiento/alineamiento de las 10 primeras bases en el extremo 65
5’. Las 10 bases no apareadas representan el 10 % de la secuencia (número de bases en los extremos 5’ y 3’ no 
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emparejados/número total de bases en la secuencia problema) de tal manera que el 10 % se resta de la puntuación 
del porcentaje de identidad calculado por el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes fuesen perfectamente 
coincidentes el porcentaje de identidad final debería ser 90 %. En otro ejemplo, una secuencia objeto de 90 bases se 
compara con una secuencia problema de 100 bases. Esta vez las deleciones son deleciones internas de tal manera 
que no hay bases en el 5’ o 3’ de la secuencia objeto que no están emparejadas/alineadas con la secuencia5
problema. En este caso, el porcentaje de identidad calculado por FASTDB no se corrige manualmente. De nuevo, 
únicamente las bases en 5’ y 3’ de la secuencia objeto que no están emparejadas/alineadas con la secuencia 
problema se corrigen manualmente. Para los fines de la presente invención no se realiza ninguna otra corrección
manual.

10
Algunas realizaciones de la invención incluyen una molécula de ácido nucleico que comprende al menos 10, 20, 30, 
35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, u 800 nucleótidos consecutivos o más de cualquiera de 
las SEQ ID NO: 1-20, o dominios, fragmentos, variantes, o derivados de las mismas.

El polinucleótido de la presente invención puede estar en forma de ARN o de ADN, cuyo ADN incluye ADNc, ADN 15
genómico y ADN sintético. El ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monocatenario, puede ser la 
cadena codificante o no codificante (antisentido). La secuencia codificante que codifica el polipéptido maduro puede 
ser idéntica a la secuencia codificante que codifica las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56, o puede ser una secuencia 
codificante diferente, cuya secuencia codificante, como resultado de la redundancia o degeneración del código 
genético, codifica el mismo polipéptido maduro que el ADN de una cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56.20

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona un polinucleótido aislado que comprende un 
fragmento de ácido nucleico que codifica al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al 
menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 95, o al menos 100 o más aminoácidos contiguos de 
las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56.25

El polinucleótido que codifica al polipéptido maduro de las SEQ ID NO: 21-40, 46 o 52-56 puede incluir: únicamente 
la secuencia codificante del polipéptido maduro; la secuencia codificante de cualquier dominio del polipéptido 
maduro; y la secuencia codificante del polipéptido maduro (o secuencia codificante del dominio) junto con la 
secuencia no codificante, tal como intrones o la secuencia no codificante 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante del 30
polipéptido maduro.

Por tanto, la expresión “polinucleótido que codifica un polipéptido” incluye un polipéptido que incluye solo secuencias 
que codifican al polipéptido, así como un polinucleótido que incluye secuencias codificantes y/o no codificantes 
adicionales.35

En aspectos adicionales de la invención, las moléculas de ácido nucleico tienen secuencias al menos 
aproximadamente 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a la secuencias de ácido nucleico desveladas en 
el presente documento, codifican un polipéptido que tiene actividad funcional celobiohidrolasa (“Cbh”), 
endoglucanasa ("Eg") o beta-gluconasa ("Bgl"). Por “un polipéptido que tiene actividad funcional Cbh, Eg o Bgl” se 40
entiende polipéptidos que presentan actividad similar, pero no necesariamente idéntica, a una actividad funcional de 
los polipéptidos Cbh, Eg o Bgl de la presente invención, medida, por ejemplo, en un ensayo biológico particular. Por 
ejemplo, una actividad funcional Cbh, Eg o Bgl puede medirse habitualmente determinando la capacidad de una 
Cbh, Eg o Bgl de hidrolizar celulosa, o midiendo el nivel de actividad de Cbh, Eg o Bgl.

45
Por supuesto, debido a la degeneración del código genético, un experto habitual en la técnica reconocerá
inmediatamente que una gran parte de las moléculas de ácido nucleico que tienen una secuencia al menos 90 %, 
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-20, o 
fragmentos de las mismas, codificarán polipéptidos que tienen actividad funcional Cbh, Eg o Bgl. De hecho, dado 
que todas las variantes degeneradas de cualquiera de estas secuencias de nucleótidos, codificarán el mismo 50
polipéptido, en muchos casos, esto estará claro para el experto en la técnica incluso sin realizar el ensayo de 
comparación descrito anteriormente. Adicionalmente se reconocerá en la técnica que, para que dichas moléculas de 
ácido nucleico, que no sean variantes degeneradas, un número razonable también codificará un polipeptido que 
tenga actividad funcional Cbh, Eg o Bgl.

55
Los polinucleótidos de la presente invención también comprenden ácidos nucleicos que codifican una celulasa, o 
dominio, fragmento, variante, o derivado de los mismos, de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. 
lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense 
R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus 
pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus 60
kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya 
fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora 
Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana, fusionados a un polipéptido que codifica una secuencia marcadora que 
permite la detección del polinucleótido de la presente invención. En una realización de la invención, la expresión del 
marcador es independiente de la expresión de la celulasa. La secuencia marcadora puede ser un marcador de 65
selección de levadura seleccionado del grupo que consiste en URA3, HIS3, LEU2, TRP1, LYS2 o ADE2. Casey, 
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G.P. et al., "A convenient dominant selection marker for gene transfer in industrial strains of Saccharomyces yeast: 
SMR1 encoded resistance to the herbicide sulfometuron methyl," J. Inst. Brew. 94:93-97 (1988).

Polinucleótidos con codones optimizados
5

De acuerdo con una realización de la invención, los codones de los polinucleótidos que codifican celulasas 
heterólogas pueden oprimiizare. Como se usa en el presente documento, la expresión “región codificante con 
codones optimizados” significa una región codificante de ácido nucleico que se ha adaptado para la expresión en las 
células de un organismo determinado, reemplazando al menos uno, o más de uno, o un número significativo de 
codones, por uno o más codones que se utilizan más frecuentemente en los genes de ese organismo.10

En general, los genes altamente expresados en un organismo están sesgados hacia codones que reconocen la 
mayoría de las especies de ARNt abundantes en ese organismo. Una medición de este sesgo es el “índice de 
adaptación de codones” o “IAC”, que mide el grado al cual los codones utilizados para codificar cada aminoácido en 
un gen particular son aquellos que se producen más frecuentemente en un conjunto de referencia de genes 15
altamente expresados de un organismo.

El IAC de secuencias con codones optimizados de la presente invención corresponde a entre aproximadamente 0,8 
y 1,0, entre aproximadamente 0,8 y 0,9 o aproximadamente 1,0. Una secuencia con codones optimizados puede 
modificarse adicionalmente para la expresión en un organismo particular, dependiendo de las limitaciones biológicas 20
del organismo. Por ejemplo, pueden retirarse grandes series de “As” o “Ts” (por ejemplo, series mayores de 4, 4, 5, 
6, 7, 8, 9, o 10 bases consecutivas) de las secuencias si se sabe que estas efectúan negativamente la transcripción. 
Además, pueden retirarse sitios de enzimas de restricción específicos con fines de clonación molecular. Como 
ejemplos de dichos sitios de enzimas de restricción se incluyen PacI, AscI, BamHI, BglII, EcoRI y Xhol. 
Adicionalmente, la secuencia de ADN puede verificarse con respecto a repeticiones directas, repeticiones invertidas 25
o repeticiones especulares con lentitudes de diez bases o más largas, que pueden modificarse manualmente 
reemplazando codones con “segundos mejores” codones, es decir, codones que se producen en la segunda 
frecuencia más alta dentro del organismo particular para el que se está optimizado la secuencia. 

Las desviaciones en la secuencia de nucleótidos que comprende los codones que codifican los aminoácidos de 30
cualquier cadena polipeptídica, permites variaciones en la secuencia codificante para el gen. Dado que cada codón 
consta de tres nucleótidos, y que los nucleótidos que constituyen el ADN están limitados a cuatro bases específicas, 
hay 64 posibles combinaciones de nucleótidos, 61 de las cuales codifican aminoácidos (los tres codones restantes 
codifican señales de finalización de la traducción). El “código genético”, que muestra cuales son los codones que 
codifican los aminoácidos, se reproduce en el presente documento como Tabla 2. Como resultado, muchos 35
aminoácidos se designan mediante más de un codón. Por ejemplo, los aminoácidos alanina y prolina están 
codificados por cuatro tripletes, la serina y arginina por seis, mientras que el triptófano y la metionina están 
codificados por un solo triplete. Esta degeneración permite que la composición de bases del ADN varíe sobre un 
amplio intervalo sin alterar la secuencia de aminoácidos de las proteínas codificadas por el ADN.

40
Taba 2: El código genético convencional

T C A G

TTT Phe (F) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC" TCC" TAC" TGC

T TTA Leu (L) TCA" TAA Ter TGA Ter
TTG" TCG" TAG Ter TGG Trp (W)

CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
CTC" CCC" CAC" CGC"

C CTA" CCA" CAA Gln (Q) CGA"
CTG" CCG" CAG" CGG"

ATT Ile (I) ATC" ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S)

ATA" ACC" AAC" AGC"
A

ATG Met (M)
ACA" AAA Lys (K) AGA Arg (R)

ACG" AAG" AGG"

GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC" GCC" GAC" GGC"

G GTA" GCA" GAA Glu (E) GGA"
GTG" GCG" GAG" GGG"
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Muchos organismos presentan un sesgo para el uso de codones particulares para codificar la inserción de un 
aminoácido particular en una cadena peptídica en crecimiento. La degeneración del código genético permite 
establecer diferencias de preferencia codónica o sesgo codónico, en el uso de codones entre organismos, y está 
bien documentada en muchos organismos. El sesgo codónico a menudo se correlaciona con la eficacia de la 
traducción del ARN mensajero (ARNm) que, a su vez, se piensa que depende, entre otras cosas, de las propiedades 5
de los codones que se están traduciendo y de la disponibilidad de moléculas de ARN de transferencia (ARNt) 
particulares. La predominancia de los ARNt seleccionados en una célula es generalmente un reflejo de los codones 
más frecuentemente utilizados en la síntesis peptídica. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para una 
expresión génica óptima en un organismo determinado basándose en la optimización de los codones.

10
Dado el gran número de secuencias génicas disponibles para una amplia variedad de especies de animales, plantas 
y microbios, es posible calcular las frecuencias relativas del uso de codones. Las tablas del uso de codones se 
encuentran fácilmente disponibles, por ejemplo, en la http://phenotype.biosci.umbc.edu/codon/sgd/index.php
(visitada el 7 de mayo de 2008) o en la http://www.kazusa.or.jp/codon/ (visitada el 20 de marzo de 2008) y estas 
tablas pueden adaptarse de diversas maneras. Véase nakamura, Y., et al “Codon usage tabulated from the 15
international DNA sequence databases: status for the year 2000" Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). Las tablas del uso 
de codones para levaduras, calculadas del GenBank Release 128.0 [15 de febrero de 2002], se reproducen en la 
Tabla 3 más adelante. Esta Tabla utiliza nomenclatura de ARNm, y por tanto en lugar de timina (T) que se encuentra 
en el ADN, las tablas utilizan uracilo (U) que se encuentra en el ARN. La Tabla se ha adaptado de manera que estas 
frecuencias se calculan para cada aminoácido, en lugar de para los 64 codones.20

Tabla 3: Tabla de uso de codones para genes de Saccharomyces cerevisiae

Aminoácido Codón Número Frecuencia por ciento

Phe UUU 170666 26,1

Phe UUC 120510 18,4

Total

Leu UUA 170884 26,2

Leu UUG 177573 27,2

Leu CUU 80076 12,3

Leu CUC 35545 5,4

Leu CUA 87619 13,4

Leu CUG 68494 10,5

Total

Ile AUU 196893 30,1

Ile AUC 112176 17,2

He AUA 116254 17,8

Total

Met AUG 136805 20,9

Total

Val GUU 144243 22,1

Val GUC 76947 11,8

Val GUA 76927 11,8

Val GUG 70337 10,8

Total

E09828362
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Aminoácido Codón Número Frecuencia por ciento

Ser UCU 153557 23,5

Ser UCC 92923 14,2

Ser UCA 122028 18,7

Ser UCG 55951 8,6

Ser AGU 92466 14,2

Ser AGC 63726 9,8

Total

Pro CCU 88263 13,5

Pro CCC 44309 6,8

Pro CCA 119641 18,3

Pro CCG 34597 5,3

Total

Thr ACU 132522 20,3

Thr ACC 83207 12,7

Thr ACA 116084 17,8

Thr ACG 52045 8,0

Total

Ala GCU 138358 21,2

Ala GCC 82357 12,6

Ala GCA 105910 16,2

Ala GCG 40358 6,2

Total

Tyr UAU 122728 18,8

Tyr UAC 96596 14,8

Total

His CAU 89007 13,6

His CAC 50785 7,8

Total

Gln CAA 178251 27,3

Gln CAG 79121 12,1

Total

E09828362
03-04-2017ES 2 621 181 T3

 



62

Aminoácido Codón Número Frecuencia por ciento

Asn AAU 233124 35,7

Asn AAC 162199 24,8

Total

Lys AAA 273618 41,9

Lys AAG 201361 30,8

Total

Asp GAU 245641 37,6

Asp GAC 132048 20,2

Total

Glu GAA 297944 45,6

Glu GAG 125717 19,2

Total

Cys UGU 52903 8,1

Cys UGC 31095 4,8

Total

Trp UGG 67789 10,4

Total

Arg CGU 41791 6,4

Arg CGC 16993 2,6

Arg CGA 19562 3,0

Arg CGG 11351 1,7

Arg AGA 139081 21,3

Arg AGG 60289 9,2

Total

Gly GGU 156109 23,9

Gly GGC 63903 9,8

Gly GGA 71216 10,9

Gly GGG 39359 6,0

Total
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Aminoácido Codón Número Frecuencia por ciento

Terminación UAA 6913 1,1

Terminación UAG 3312 0,5

Terminación UGA 4447 0,7

Utilizando esta tabla, o tablas similares, un experto habitual en la técnica puede aplicar las frecuencias a cualquier 
secuencia polipeptídica determinada, y producir un fragmento de ácido nucleico de una región codificante con 
codones optimizados, que codifica el polipéptido, pero que utiliza codones óptimos para una especie determinada. 
Pueden diseñarse regiones codificantes con codones optimizados mediante diversos métodos diferentes.5

En un método, se utiliza una tabla de uso de codones para encontrar el codón sencillo más frecuente utilizado para 
cualquier aminoácido determinado, y ese codón se utiliza cada vez que aparece ese aminoácido particular en la 
secuencia polipeptídica. Por ejemplo, referente a la Tabla 3 anterior, para la leucina, el codón más frecuente es 
UUG, que se utiliza el 27,2 % de las veces. Por tanto, todos los restos de leucina en una secuencia de aminoácidos 10
determinada se asignarían al codón UUG.

En otro método, las frecuencias reales de los codones se distribuyen al azar a lo largo de la secuencia codificante. 
Por tanto, utilizando este método para la optimización, si una secuencia polipeptídica hipotética tuviese 100 restos 
de leucina, en referencia a la Tabla 3 para la frecuencia de uso en S. cerevisiae, aproximadamente 5, o el 5 % de los 15
codones de leucina serían CUC, aproximadamente 11, o el 11 % de los codones de leucina serían CUG, 
aproximadamente 12, o el 12 % de los codones de leucina serían CUU, aproximadamente 13, o el 13 % de los 
codones de leucina serían CUA, aproximadamente 26, o el 26 % de los codones de leucina serían UUA, y 
aproximadamente 27, o el 27 % de los codones de leucina serían UUG.

20
Estas frecuencias se distribuirían al azar en todos los codones de leucina en la región codificante que codifica el 
polipéptido hipotético. Como entenderán los expertos habituales en la técnica, la distribución de codones en la 
secuencia puede variar significativamente utilizando este método; sin embargo, la secuencia siempre codifica el 
mismo polipeptido.

25
Cuando se utilizan los métodos anteriores, el término “aproximadamente” se usa precisamente para representar 
porcentajes fraccionados de frecuencias de codones para un aminoácido determinado. Como se usa en el presente 
documento, “aproximadamente” se define como un aminoácido más o un aminoácido menos que el valor 
determinado. El valor numérico íntegro de aminoácidos se redondea al alza si la frecuencia fraccionada de uso es de 
0,50 o mayor, y se redondea a la baja si la frecuencia fraccionada de uso es de 0,49 o menor. Utilizando de nuevo el 30
ejemplo de la frecuencia de uso de leucina en genes humanos para un polipéptido hipotético que tiene 62 restos de 
leucina, la frecuencia fraccionada de uso de codones podría calcularse multiplicando 62 por las frecuencias para los 
diversos codones. Por tanto, 7,28 % de 62 es igual a 4,51 codones UAA, o “aproximadamente 5”, es decir, 4, 5 o 6 
codones UAA, 12,66 % de 62 es igual a 7,85 codones UUG o “aproximadamente 8”, es decir, 7,8 o 9 codones UUG, 
12,8 % de 62 es igual a 7,98 codones CUU, o “aproximadamente 8”, es decir, 7, 8 o 9 codones CUU, 19,56 % de 62 35
es igual a 12, 13 codones CUC o “aproximadamente 12”, es decir, 11, 12 o 13 codones CUC, 7,00 % de 62 es igual 
a 4,34 codones CUA o “aproximadamente 4”, es decir, 3, 4 o 5 codones CUA, y 42,62 % de 62 es igual a 25,19 
codones CUG, o “aproximadamente 25”, es decir, 24, 25 o 26 codones CUG.

La asignación al azar de codones A una frecuencia optimizada para codificar una secuencia polipeptídica 40
determinada, puede realizarse manualmente calculando las frecuencias de codones para cada aminoácido, y 
después asignando los codones a la secuencia polipeptídica al azar. Adicionalmente, los expertos en la técnica 
disponen de diversos algoritmos y programas informáticos. Por ejemplo, la función "EditSeq" en el paquete 
informático Lasergene, disponible en DNAstar., Madison, WI, la función de retrotraducción en el conjunto de 
programas VectorNTI, disponible en InforMax, Inc., Bethesda, MD, y la función “retrotraductora” en el paquete 45
informático CGC Wisconsin, disponible en Accelrys, Inc., San Diego, CA. Además, diversas fuentes se encuentran 
disponibles al público para optimizar los codones de secuencias de regiones codificantes, es decir, la función 
“retrotraductora” en la http://www.entelechon.com/bioinformatics/backtranslation.php?lang=eng (visitada el 15 de 
abril de 2008) y la función “retrotransec” disponible en la http:/ibioinfo.pbi.nrc.ca:8090/EMBOSS/index.html (visitada 
el 9 de julio de 2002). La construcción de un algoritmo rudimentario para asignar codones, basándose en una 50
frecuencia determinada, también puede realizarla fácilmente un experto habitual en la técnica con funciones 
matemáticas básicas

Se dispone de diversas opciones para sintetizar regiones codificantes con codones optimizados diseñadas por 
cualquiera de los métodos descritos anteriormente, utilizado manipulaciones biológicas moleculares convencionales 55
y habituales bien conocidas por los expertos habituales en la técnica. En una estrategia, una serie de pares de 
oligonucleótidos complementarios, cada uno de 80-90 nucleótidos de longitud y que abarca la longitud de la 
secuencia deseada, se sintetiza por métodos convencionales. Estos pares de oligonucleótidos se sintetizan de tal 
manera que, después del emparejamiento, forman fragmentos bicatenarios de 80-90 pares de bases, que contienen 
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extremos cohesivos, por ejemplo, cada oligonucleótido en el par se sintetiza para extender 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o 
más bases más allá de la región que es complementaria al otro oligonucleótido en el par. Los extremos
monocatenarios de cada par de oligonucleótidos se diseñan para emparejarse con el extremo monocatenario de otro 
par de oligonucleótidos. Se permite que los pares de oligonucleótidos se emparejen, y aproximadamente de cinco a 
seis de estos fragmentos bicatenarios se deja después que se emparejen entre sí mediante los extremos 5
monocatenarios cohesivos y después se ligan entre sí y se clonan en un vector de clonación bacteriano
convencional, por ejemplo, un vector TOPO® disponible en Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA. Después, la 
construcción se secuencia mediante métodos convencionales. Diversas de estas construcciones constan de 5 a 6 
fragmentos de 80 a 90 fragmentos de pares de bases ligados entre sí, es decir, se preparan fragmentos de 
aproximadamente 500 pares de bases, de tal manera que toda la secuencia deseada se representa en una serie de 10
construcciones plasmídicas. Después, los insertos de estos plásmidos se cortan con enzimas de restricción 
apropiadas y se ligan entre sí para formar la construcción final. La construcción final se clona después en un vector 
de clonación bacteriano convencional, y se secuencia. Para el experto habitual en la técnica pueden ser 
inmediatamente obvios métodos adicionales. Además, en el comercio se dispone fácilmente de síntesis de genes.

15
En determinadas realizaciones, los codones de una secuencia polipeptídica completa, o de un fragmento, o variante, 
o sus derivados, se optimizan mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Diversos 
fragmentos, variantes o derivados deseados, se diseñan y los codones de cada uno de ellos se optimizan 
individualmente. Además, las regiones codificantes con codones parcialmente optimizados de la presente invención 
pueden diseñarse y construirse. Por ejemplo, la invención incluye un fragmento de ácido nucleico de una región 20
codificante con codones optimizados que codifica un polipéptido, en la que al menos aproximadamente el 1 %, 2 %, 
3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 
90 %, 95 %, o 100 % de las posiciones de codones, tiene codones optimizados para una especie determinada. Es 
decir, contiene un codón que se usa preferentemente en los genes de una especie deseada, por ejemplo, una 
especie de levadura tal como Saccharomyces cerevisiae o Kluveromyces, en lugar de un codón que normalmente se 25
utiliza en la secuencia nativa de ácido nucleico.

En realizaciones adicionales, los codones de una secuencia polipeptídica de longitud completa se optimizan para 
una especie determinada, dando como resultado una región codificante con codones optimizados que codifica todo 
el polipéptido, y después los fragmentos de ácido nucleico de la región codificante con codones optimizados, que 30
codifica fragmentos, variantes y derivados del polipéptido, se preparan a partir de la región codificante original con 
codones optimizados. Como entenderán los expertos habituales en la técnica, si los codones se han asignado al 
azar en la región codificante de longitud completa basándose en su frecuencia de uso en una especie determinada, 
los fragmentos de ácido nucleico que codifican fragmentos, variantes y derivados no estarán necesariamente 
completamente optimizados con codones para la especie determinada. Sin embargo, dichas secuencias están35
mucho más próximas al uso de codones de la especie deseada que al uso de codones nativo. La ventaja de esta 
estrategia es que sintetizando fragmentos de ácido nucleico con codones optimizados que codifican cada fragmento,
variante y derivado de un polipéptido determinado, aunque rutinaria, llevaría mucho tiempo y daría como resultado 
un gasto significativo.

40
Las regiones codificantes con codones optimizados puede ser, por ejemplo, versiones codificantes de una 
celobiohidrolasa, endoglucanasa o beta-glucosidasa de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, 
C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. 
speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 45
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, o de dominios, fragmentos, variantes, o derivados de las mismas.

La optimización de codones se realiza para una especie particular mediante métodos descritos en el presente 50
documento, por ejemplo, en determinadas realizaciones, los polipéptidos que codifican regiones codificantes con 
codones optimizados de celulasas, o dominios, fragmentos, variantes o derivados de los mismos, de H. grisea, T. 
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, 
N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium 
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, 55
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, 
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, están optimizados de acuerdo 
con el uso de codones de levaduras, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis y/o 
Kluyveromyces marxianus. También se proporcionan polinucleótidos, vectores y otras construcciones de expresión 60
que comprenden regiones codificantes con codones optimizados que codifican polipéptidos de celulasas o dominios, 
fragmentos, variantes o derivados de los mismos de H. grisea, T. aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. 
formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, 
Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, 
Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, 65
Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, 
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Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, 
R. flavipes, o Arabidopsis thaliana, y diversos métodos de uso de dichos polinucleótidos, vectores y otras 
construcciones de expresión.

En determinadas realizaciones descritas en el presente documento, una región codificante con codones optimizados 5
que codifica cualquiera de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 o un dominio, fragmento, variante o derivado de las 
mismas, está optimizada de acuerdo con el uso de codones en levaduras (Saccharomyces cerevisiae, 
Kluyveromyces lactis o Kluyveromyces marxianus). En algunas realizaciones, los codones de las secuencias están 
optimizados específicamente para la expresión en Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones, los codones 
de las secuencias están optimizados para la expresión en Kluyveromyces. En algunas realizaciones, los codones de 10
una secuencia están simultáneamente optimizados para una expresión óptima tanto en Saccharomyces cerevisiae
como en Kluyveromyces. Como alternativa, una región codificante con codones optimizados que codifica cualquiera 
de las SEQ ID NO: 21-40, 46, o 52-56 puede optimizarse de acuerdo con el uso de codones en cualquier especie 
vegetal, animal o microbiana.

15
Vectores y métodos del uso de vectores en células hospedadoras

La presente invención también se refiere a vectores que incluyen polinucleótidos de la presente invención, a células 
hospedadoras que están modificadas genéticamente con vectores de la invención y a la producción de polipéptidos 
de la invención mediante técnicas recombinantes.20

Las células hospedadoras están modificadas genéticamente (tranducidas o transformadas o transfectadas) con los 
vectores de la presente invención que pueden ser, por ejemplo, un vector de clonación o un vector de expresión. El 
vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plásmido, una partícula vírica, un fago, etc. Las células 
hospedadoras modificadas por ingeniería genética pueden cultivarse en medios con nutrientes convencionales 25
modificados según convenga para la activación de promotores, selección de transformantes o amplificación de los 
genes de la presente invención. Las condiciones del cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son las 
previamente utilizadas con la célula hospedadora seleccionada para la expresión, y serán obvias para el experto 
habitual en la técnica.

30
Los polinucleótidos de la presente invención pueden emplearse para la producción de polipéptidos mediante 
técnicas recombinantes. Por tanto, por ejemplo, el polinucleótido puede incluirse en una cualquiera de una 
diversidad de vectores de expresión para expresar un polipéptido. Dichos vectores incluyen secuencias de ADN 
cromosómico, no cromosómico y sintético, por ejemplo, derivados de SV40; plásmidos bacterianos; y plásmidos de 
levaduras. Sin embargo, puede utilizarse cualquier otro vector siempre que este sea pueda replicarse y sea viable en 35
la célula hospedadora.

La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante diversos procedimientos. En general, la 
secuencia de ADN se inserta en uno o más sitios de endoglucanasas de restricción apropiados por procedimientos 
conocidos en la técnica. Se considera que dichos procedimientos y otros están dentro del ámbito del experto en la 40
técnica.

La secuencia de ADN en el vector de expresión está asociada operativamente a una o más secuencias de control de 
expresión apropiadas (promotor) para dirigir la síntesis de ARNm. Son ejemplos representativos de dichos 
promotores los siguientes:45

Gen Organismo Nombre sistemático Razón de uso/beneficio

PGK1 S. cerevisiae YCR012W Fuerte promotor constitutivo

ENO1 S. cerevisiae YGR254W Fuerte promotor constitutivo

TDH3 S. cerevisiae YGR192C Fuerte promotor constitutivo

TDH2 S. cerevisiae YJR009C Fuerte promotor constitutivo

TDH1 S. cerevisiae YJL052W Fuerte promotor constitutivo

ENO2 S. cerevisiae YHR174W Fuerte promotor constitutivo

GPM1 S. cerevisiae YKL152C Fuerte promotor constitutivo

TPI1 S. cerevisiae YDR050C Fuerte promotor constitutivo

Adicionalmente, las secuencias promotoras de genes de respuesta al estrés y a la inanición, son útiles en la 
presente invención. En algunas realizaciones, pueden utilizarse las regiones promotoras de los genes de S.
cerevisiae GAC1, GET3, GLC7, GSH1, GSH2, HSF1, HSP12, LCB5, LRE1, LSP1, NBP2, PIL1, PIM1, SGT2, SLG1, 50
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WHI2, WSC2, WSC3, WSC4, YAP1, YDC1, HSP104, HSP26, ENA1, MSN2, MSN4, SIP2, SIP4, SIP5, DPL1, IRS4, 
KOG1, PEP4, HAP4, PRB1, TAX4, ZPR1, ATG1, ATG2, ATG10. ATG11, ATG12, ATG3, ATG14, ATG15, ATG16, 
ATG17, ATG18, y ATG19. Puede utilizarse cualquier promotor adecuado para dirigir la expresión génica de las 
células hospedadoras de la invención. Adicionalmente, puede utilizarse el promotor lac o trp de E. coli, así como
otros promotores que se sabe que controlan la expresión de genes en células procariotas o eucariotas interiores.5

Además, para proporcionar un rasgo fenotípico para la selección de células hospedadoras transformadas, los 
vectores de expresión pueden contener uno o más genes marcadores de selección, tales como URA3, HIS3, LEU2, 
TRP1, LYS2 o ADE2, dihidrofolato, resistencia a neomicina (G418) o resistencia a zeocina, para cultivo de células
eucariotas, o resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.10

El vector de expresión también puede contener un sitio de unión a ribosoma para el inicio de la traducción y/o un 
terminador de la transcripción. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresión, o 
puede incluir regiones reguladoras adicionales.

15
El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada como se indica en el presente documento, así como un 
promotor o una secuencia de control apropiada, pueden emplearse para transformar un hospedador apropiado para
permitir que el hospedador exprese la proteína.

Por tanto, en determinados aspectos, la presente invención se refiere a células hospedadoras que contienen las 20
construcciones descritas anteriormente. La célula hospedadora puede ser una célula hospedadora como se describe 
en cualquier parte en la solicitud. La célula hospedadora puede ser, por ejemplo, una célula eucariota inferior, tal 
como una célula de levadura, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Kluyveromyces, o la célula hospedadora 
puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana.

25
Como ejemplos representativos de hospedadores apropiados, pueden mencionarse: células bacterianas, tales como 
E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium; bacterias termófilas o mesófilas; células fúngicas, tales como 
levaduras; y células vegetales, etc. Se considera que a partir de las enseñanzas del presente documento, la 
selección de un hospedador apropiado está dentro del ámbito de los expertos en la materia.

30
Los hospedadores fúngicos apropiados incluyen levaduras. En determinados aspectos de la invención la levadura se 
selecciona del grupo que consiste en Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Schizzosaccharomyces 
pombe, Candida albicans, Pichia pastoris, Pichia stipitis, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha, Phaffia 
rhodozyma, Candida utilis, Arxula adeninivorans, Debaryomyces hansenii, Debaryomyces polymorphus, 
Schwanniomyces occidentalis, Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces marxianus, Blakeslea, Candida, Cryptococcus, 35
Cunninghamella, Lipomyces, Mortierella, Mucor, Phycomces, Pythium, Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporon
y Yarrowia.

Métodos de uso de células hospedadoras para producir etanol
40

La presente invención también se refiere al uso de células hospedadoras y a cocultivos para producir etanol a partir 
de sustratos celulósicos. Dichos métodos pueden realizarse, por ejemplo, poniendo en contacto un sustrato 
celulósico con una célula hospedadora o con un cocultivo de la presente invención.

De acuerdo con la presente invención pueden utlizarse numerosos sustratos celulósicos. Para los ensayos de 45
actividad de celulosa los sustratos pueden dividirse en dos categorías, sustratos solubles e insolubles, basándose en 
su solubilidad en agua. Los sustratos solubles incluyen celodextrinas o derivados, carboximetil celulosa (CMC) o 
hidroximetil celulosa (HEC). Los sustratos insolubles incluyen celulosa cristalina, celulosa microcristalina (Avicel), 
celulosa amorfa, tal como celulosa hinchada con ácido fosfórico (PASC), celulosa teñida o fluorescente y biomasa 
lignocelulósica pretratada. Generalmente estos sustratos son material celulósico altamente organizado y son por 50
tanto solo moderadamente solubles.

Se apreciará que un material lignocelulósico apropiado puede ser cualquier materia prima que contenga celulosa 
soluble y/o insoluble, pudiendo estar la celulosa insoluble en forma cristalina o no cristalina. En diversas 
realizaciones, la biomasa lignocelulósica comprende, por ejemplo, madera, maíz, forraje de maíz, serrín, corteza, 55
hojas, restos agrícolas y forestales, hierba, tal como pasto varilla, productos de la digestión de rumiantes, basura
urbana, aguas residuales de papeleras, periódicos, cartón o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la invención se refiere a un método para hidrolizar un sustrato celulósico, por ejemplo, un 
sustrato celulósico como se ha descrito anteriormente, poniendo en contacto el sustrato celulósico con una célula 60
hospedadora de la invención. En algunas realizaciones, la invención se refiere a un método para hidrolizar un 
sustrato celulósico, por ejemplo un sustrato celulósico como se ha descrito anteriormente, poniendo en contacto el 
sustrato celulósico con un cocultivo que comprende células de levadura que expresan celulasas heterólogas.

En algunas realizaciones, la invención se refiere a un método para fermentar celulosa. Dichos métodos pueden 65
realizarse, por ejemplo, cultivando una célula hospedadora o cocultivo en un medio que contenga celulosa insoluble 
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para permitir la sacarificación y fermentación de la celulosa.

La producción de etanol puede realizarse, de acuerdo con la presente invención, a temperaturas de al menos 
aproximadamente 30 ºC, aproximadamente 31 ºC, aproximadamente 32 ºC, aproximadamente 33 ºC, 
aproximadamente 34 ºC, aproximadamente 35 ºC, aproximadamente 36 ºC, aproximadamente 37 ºC, 5
aproximadamente 38 ºC, aproximadamente 39 ºC, aproximadamente 40 ºC, aproximadamente 41 ºC, 
aproximadamente 42 ºC, aproximadamente 43 ºC, aproximadamente 44 ºC, aproximadamente 45 ºC, 
aproximadamente 46 ºC, aproximadamente 47 ºC, aproximadamente 48 ºC, aproximadamente 49 ºC o 
aproximadamente 50 ºC. En algunas realizaciones de la presente invención, la célula hospedadora termotolerante 
puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de aproximadamente 30 ºC, aproximadamente 10
31 ºC, aproximadamente 32 ºC, aproximadamente 33 ºC, aproximadamente 34 ºC, aproximadamente 35 ºC, 
aproximadamente 36 ºC, aproximadamente 37 ºC, aproximadamente 38 ºC, aproximadamente 39 ºC, 
aproximadamente 40 ºC, aproximadamente 41 ºC, aproximadamente 42 ºC, o aproximadamente 43 ºC, o 
aproximadamente 44 ºC o aproximadamente 45 ºC, o aproximadamente 50 ºC. En algunas realizaciones de la 
presente invención, la célula hospedadora termotolerante puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas 15
de aproximadamente 30 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 30 ºC a 55 ºC, de aproximadamente 30 ºC a 50 ºC, de 
aproximadamente 40 ºC a 60 ºC, de aproximadamente 40 ºC C a 55 ºC o de aproximadamente 40 ºC a 50 ºC.

En algunas realizaciones, los métodos de producción de etanol pueden comprender poner en contacto un sustrato 
celulósico con una célula hospedadora o cocultivo de la invención y adicionalmente poner en contacto el sustrato 20
celulósico con enzimas celulasas producidas externamente. En el comercio están disponibles ejemplos de enzimas 
celulasas producidas externamente y los expertos en la técnica las conocen.

Por lo tanto, la invención también se refiere a métodos de reducción de la cantidad de enzimas celulasas producidas 
externamente necesarias para producir una cantidad determinada de etanol a partir de celulosa que comprende 25
poner en contacto la celulosa con celulasas producidas externamente y con una célula hospedadora o cocultivo de la 
invención. En algunas realizaciones, utilizando al menos aproximadamente un 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 % o 
50 % menos de celulasas producidas externamente, puede obtenerse la misma cantidad de producción de etanol. 
En algunas realizaciones, no se añade celulasa externa, o menos de aproximadamente un 5 % de la celulasa es 
celulasa añadida externamente, o menos de aproximadamente un 10 % de la celulasa es celulasa añadida 30
externamente, o menos de aproximadamente un 15 % de la celulasa es celulasa añadida externamente.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden la producción de etanol a una tasa particular. Por ejemplo, en 
algunas realizaciones, el etanol se produce a una tasa de al menos aproximadamente 0,1 mg por hora por litro, al 
menos aproximadamente 0,25 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,5 mg por hora por litro, al menos 35
aproximadamente 0,75 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 1,0 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 2,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 5,0 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 15 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 20 mg por hora por litro, por lo menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, por lo menos 
aproximadamente 30 mg por hora por litro, por lo menos aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos 40
aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 400 mg por hora por litro, o al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro.

En algunas realizaciones, las células hospedadoras de la presente invención pueden producir etanol a una tasa de al 
menos aproximadamente 0,1 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,25 mg por hora por litro, al menos 45
aproximadamente 0,5 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 0,75 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 1,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 2,0 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 5,0 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 10 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 15 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 20,0 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 25 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 30 mg por hora por litro, al menos 50
aproximadamente 50 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 100 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 200 mg por hora por litro, al menos aproximadamente 300 mg por hora por litro, al menos 
aproximadamente 400 mg por hora por litro, o al menos aproximadamente 500 mg por hora por litro más que una 
cepa de control (que carece de celulasas heterólogas), y cultivada en las mismas condiciones. En algunas 
realizaciones, el etanol puede producirse en ausencia de cualquier celulasa añadida externamente.55

La producción de etanol puede medirse utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la cantidad 
de etanol en muestras de fermentación puede evaluarse utilizando análisis HPLC. En el comercio se dispone de 
muchos kits de ensayo de etanol que utilizan, por ejemplo, ensayos basados en la enzima alcohol oxidasa. A partir 
de las enseñanzas del presente documento, los métodos para determinar la producción de etanol están al alcance 60
de los expertos en la técnica.

Las siguientes realizaciones de la invención se describirán ahora con más detalle a través de estos ejemplos no 
limitantes.

65
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Ejemplos

La presente invención presenta diversas etapas directas importantes para crear una levadura capaz de realizar un 
bioprocesamiento consolidado. La invención describe levaduras celulolíticas mejoradas creadas expresando 
combinaciones de celulasas heterólogas. La presente invención demuestra por primera vez, la capacidad de 5
Kluyveromyces transformada para producir etanol a partir de celulosa, la capacidad de cepas de levadura para 
expresar solamente celulasas heterólogas secretadas para producir etanol a partir de celulosa, y la capacidad de 
cocultivos de cepas de levadura múltiples que expresan diferentes celulasas para producir etanol a partir de 
celulosa. Además dichas cepas de levaduras y cocultivos de cepas de levaduras pueden aumentar la eficacia de los 
procesos de sacarificación y fermentación simultáneas (SFS).10

Protocolos generales

Cultivos de cepas y medios generales
15

La cepa de Escherichia coli DH5α (Invitrogen), o NEB 5 alfa (New England Biolabs) se usó para la transformación y 
propagación de plásmido. Las células se cultivaron en medio LB (extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 
10 g/l) complementado con ampicilina (100 mg/l), kanamicina (50 mg/l) o zeocina (200 mg/l). Cuando se deseaba la 
selección con zeocina, el medio LB se ajustaba a un pH de 7,0. Además, cuando se deseaban medios sólidos, se 
añadían 15 g/l de agar.20

Para la selección, las cepas de levadura se cultivaron habitualmente en medios YPD (extracto de levadura 10 g/l, 
peptona 20 g/l, glucosa 20 g/l), YPC (extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, celobiosa 20 g/l) o YNB + glucosa 
(base de nitrógeno para levadura 6,7 g/l sin aminoácidos, y complementado con aminoácidos apropiados para la 
cepa, glucosa 20 g/l) con G418 (250 mg/l a menos que se especifique) o zeocina (20 mg/l a menos que se 25
especifique). Para medios sólidos, se añadieron 15 g/l de agar.

Métodos moleculares

Después de los protocolos convencionales se realizaron manipulaciones de ADN (Sambrook et al., 1989). La PCR 30
se realizó utilizando polimerasa Phusion (New England Biolabs) para la clonación, y Taq polimerasa (New England 
Biolabs) para la exploración de transformantes, y en algunos casos polimerasa Advantage (Clontech) para la PCR 
de genes para corregir auxotrofias. Se siguieron las pautas proporcionadas por los fabricantes. Las enzimas de 
restricción se adquirieron en New England Biolabs y se prepararon digeridos de acuerdo con las directrices
proporcionadas. Los ligamientos se realizaron utilizando el kit de ligamiento Quick (New England Biolabs) según lo 35
especificado por el fabricante. La purificación en gel se realizó utilizando kits de investigación de Qiagen o Zymo, las 
purificaciones de los productos de la PCR y de los digeridos se realizaron utilizando kits de investigación Zymo y 
para la purificación de ADN plasmídico se utilizaron kits de Qiagen midi y miniprep. La secuenciación se realizó en la 
Molecular Biology Core Facility en Dartmouth College. Se utilizó ligamiento mediado por levaduras (YML, por las 
siglas en inglés Yeast Mediated Ligation) para crear algunas construcciones (Ma et al., Gene 58: 201-216 (1987)). 40
Esto se realizó creando fragmentos de ADN a clonar con 20-40 pb de homología con las otras piezas a combinar y/o 
con el vector estructural. Un vector estructural (pRS426), capaz de replicarse en levaduras, y con el gen Ura3 para 
selección, se transformó después en levadura mediante métodos convencionales con las secuencias diana para 
clonación. La levadura transformada recombina estos fragmentos para formar una construcción completa y el 
plásmido resultante permite la selección en medios sin uracilo.45

Vectores

En la Tabla 4 se resumen vectores de construcciones plasmídicas en los experimentos detallados más adelante y en 
la Tabla 5 se muestran los cebadores utilizados en la construcción de los vectores.50

Tabla 4. Plásmidos utilizados
Plásmido Genotipo

pBKD1-BGLI bla KanMX PGK1P-S.f. bgll - PGK1T

pBKD2-sEGI bla KanMX ENO1P-sT.r. eg1- ENO1T

pBKD1-BGLI-sEGI bla KanMX ENO1P-sTr. eg1- ENO1T & PGK1P-S.f. bgl1- PGK1T

YEpENO-BBH bla URA3 ENO1PT

pJC1 La Grange et al. (1996) bla URA3 PGKPT

pRDH101 bla URA3 ENO1P-sT.r.cbh1-ENO1T

pRDH103 bla URA3 ENO1P-sH.g.cbh1-ENO1T
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Plásmido Genotipo

pRDH104 bla URA3 ENO1P-sTa.cbh1-ENO1T

pRDH105 bla URA3 ENO1P-sT.e.cbh1-ENO1T

pRDH106 bla URA3 ENO1P-sT.e.cbh2- ENO1T

pRDH107 bla URA3 PGK1P-sT.r.cbh2- PGK1T

pRDH108 bla URA3 PGK1P-sT.r.cbh2- PGK1T & ENO1P-sT.e.cbh1- ENO1T

pRDH118 bla URA3 PGK1P-sT.r.cbh2- PGK1T & ENO1P-sH.g.cbh1-ENO1T

pRDH120 bla URA3 PGK1 P-sT.r.cbh2- PGK1T & ENO1P-sTa.cbh1- ENO1mT

pDF1 La Grange et al. (1996) bla furl::LEU2

pCEL5 Den Haan et al. 2007 vector de 2 μm (micrómetros) para la expresión de BGLI S.f. y de EGI T.r.
(secuencia nativa)

pMU185 pUG66 (loxp-zeo-loxp)

pKLAC1 New England Biolabs Vector de expresión de K. lactis para la integración en el locus lac4, selección 
con acetamida

pRS426 Vector de 2 μm para ligamiento mediado por levadura (YML)

pMU289 pRS426 con parte de pKLAC1 para la inserción de EG1 T.r. (a partir de
pBKD_11621, como se detalla en el ejemplo 1) en el locus lac4 creado por 
YML

pMU291 pRS426 con parte de pKLAC1 para la inserción de CBH2Tr (a partir de
pBZD_20641, como se detalla en el ejemplo 1) en el locus lac4 creado por 
YML

pMU398 ENO1P-sTe.cbh1-ENO1T a partir de pRDH105 en pMU289 (clonación por 
YML)

pMU451 pRDH105 con enlazador PacI/AscI (formado utilizando cebadores) insertado 
en EcoRI/XhoI

pMU458 construcción sintética para EG N.f. insertada en su interior

pMU451 (PacI/AscI digerido de ambas partes)

pMU463 TrEG1 a partir de pBKD1-BGLI-sEGI en pMU451 (PacI/AscI digerido de ambas 
partes)

pMU465 construcción sintética para EG C.I.(a) insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU469 construcción sintética para EG R.f. insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pict471 construcción sintética para EG C.f. insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU472 construcción sintética para EG N.t. insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU473 construcción sintética para EG C.a. insertada en eMu451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU475 construcción sintética para CBH2 T.r. derivada de pBKD 20641 con contacto 
retirado (del ejemplo 1) insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido de ambas 
partes)

pMU499 construcción sintética para EG M.d. insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU500 construcción sintética para EG R.s insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU503 construcción sintética para EG N.w. insertada en pMU451 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)
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Plásmido Genotipo

pMU624/pMI529 vector de 2 μm para la expresión de CBH1 T.e. con CBD (fragmentos de PCR 
para enzima quimérica con pRDH105 digerido con PmlI-XhoI)

pMU326 construcción sintética para EG R.s. de Codon Devices

pMU784/pMI574 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.l.(b) (construcción sintética para) 
CBH2 C.1.(b) insertada en pMU624 digerido con PacI/AscI)

pMU562 pBKD_2 con loxp-zeo-loxp insertado (Notl digerido de ambas partes)

pMU576 ENOlp-T.r.cbh1-ENO1T (a partir de pMU291) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU577 ENOlp- T.e.cbh1-ENO1T en (a partir de pMU398) en pMU562 (PacI/AscI 
digerido de ambas partes)

emu661 ENOIp- T.r. EG1-ENO1T (a partir de pMU463) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU662 ENO1p- C.1.(a) EG1-ENO1T (a partir de pMU465) en pMU562 (PacI/AscI 
digerido de ambas partes)

pMU663 ENOlp- C.f. EG1-ENO1T (a partir de pMU471) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU664 ENO1p- N.t. EG1-ENO1T (a partir de pMU472) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU665 ENOlp- C.a. EGI -ENO 1 (a partir de pMU473) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU666 ENOlp- T.r.CBH2-ENO1T (a partir de pMU475) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU667 ENOlp- M.d.-EG1-ENO1T (a partir de pMU499) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU668 ENOlp- N.w.-EG1-ENO1T (a partir de pMU503) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas partes)

pMU755 ENOlp- T.e.CBHl con/CBD-ENO1T (a partir de pMU624) en pMU562 (PacI/AscI 
digerido de ambas partes)

pMU750 ENOlp- R.s.-EG2-ENO1T (a partir de pMU326) en pMU562 (PacI/AscI digerido 
de ambas piezas)

emu809 ENO1p- C.1.(b) CBH2b-ENO1T (a partir de pMU784) en pMU562 (PacI/AscI 
digerido de ambas partes)

pMU721 pMU562 con el gen hph (marcador de resistencia a higromicina) reemplazando 
el marcador de zeocina (Notl digerido de ambos fragmentos)

pMU760 ENO 1 p- T.e.CBHl 1 con CBD-ENO 1 a partir de pMU624 en pMU721 
(MheI/AscI digerido de ambos fragmentos)

pMU761 ENO1p- T.r.CBH2-ENO1T a partir de pMU291 en pMU721 (PacI/AscI digerido 
de ambos fragmentos)

pMI553 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 T.r. y de CBH1 T.e.+MUC

pMI568 vector de 2 μm para la expresión de EG1 T.r., por favor véase el texto de la 
descripción de cómo se construyó esta construcción.

pMI574 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.l.(b)

pMI577 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 T.r y de CBH1 H.g.

ES 2 621 181 T3

 



71

Plásmido Genotipo

pMI578 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 T.r. y de CBH1 T.e

pMI579 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 T.r. y de CBH1 C.l.(b)

pMI580 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 T.e. +MUC

pMI581 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 T.e.

pMI582 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 H.g.

pMI583 vector de 2 μm para la expresión de CBH2 C.I.(b) y de CBH1 C.t.

Abreviaturas: ENO1P/T = promotor/terminador del gen de enolasa 1; PGK1P/T = promotor y terminador del gen de la 
fosfoglicerato quinasa 1; T.r. = Trichoderma reesei; H.g. = Humicola grisea; T.a. = Thermoascus aurantiacus; T.e. = 
Talaromyces emersonii, Sf = Saccharomycopsis fibuligera; C.l. (a) = Coptotermes lacteus; C.f. = Coptotermes 
formosa-nus; N.t. = Nasutitermes takasagoensis; C.a. = Coptotermes acinaciformis; M.d. = Mastotermes 5
darwinensis; N.w. = Nasutitermes walkeri; R.s. = Reticulitermes speratus; C.l. (b) = Chrysosporium lucknowense; N.f. 
= Neosartorya fischeri; R.f. = Reticulitermes flavipes; C.t. = Chaetomium thermophilum

Tabla 5: cebadores utilizados
sCBHl/2-L

sCBHl-R

sCBH2-R

395 Te cbh1 Sint1 PacI-ATG

398 Te cbh1 núcleo sint SmaI

399Trcbh1 sint MUC5 
MlyIHincII

400 Trcbh1 sint MUC 
AscIXhoI

379 ScPGK1prom -786 
SacI+ApaI

380 ScPGK1prom EcoRI-PacI

381 CBH2 WT EcoRI-PacI-
ATG

386 CBH2 WT TAA-AscI-
EcoRI

10
El vector de expresión de levadura YEpENO-BBH se creó para facilitar la expresión heteróloga bajo el control del 
promotor y terminador del gen de enolasa 1 (ENO1) de S. cerevisiae. El vector también fue útil porque el casete de 
expresión de este vector pudo escindirse simplemente utilizando una digestión con BamHI, BglII. YEpENO1 (Den 
Haan et al., Metabolic Engineering, 9: 87- 942007) contiene la estructura YEp352 con las secuencias promotoras y 
terminadoras del gen de ENO1 clonadas en los sitios BamHI y HindIII. Este plásmido se digirió con BamHI y el 15
saliente se cargó con polimerasa Klenow y con los dNTP para retirar el sitio BamHI. El plásmido volvió a ligarse para 
generar YEpENO-B. Utilizando el mismo método, los sitios BglII y después HindIII se destruyeron posteriormente 
para crear el molde YEpENO-BBH. El molde YEpENO-BB se utilizó como molde para una reacción de PCR con los 
cebadores ENOBB-izquierda (5’-GATCGGATCCCAATTAATGT-GAGTTACCTCA-3’) y ENOBB-derecha (5’-
GTACAAGCTTAGATCTCCTATGCGGTGTTAGATCTCCTATGCGGTGTGAAATA-3’) en el que el casete ENO1 se 20
amplificó junto con una región flanqueante de 150 pb cadena arriba y de 220 pb cadena abajo. Este producto se 
digirió con BamHI y HindIII y los salientes se cargaron por tratamiento con polimerasa Klenow y con los dNTP y se 
clonó entre los dos sitios PvuII en yENO1 reemplazando de un modo eficaz el casete ENO1 original y generando 
YEpENO-BBH.

25
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Se diseñaron las versiones con codones optimizados de la cbh1 de Humicola grisea (cbh1Hg), de la cbh1 de 
Thermoascus aurantiacus (cbh1Ta) y de las cbh1 y cbh2 de Talaromyces emersonii (cbh1Te y cbh2Te) y se 
encargaron genes sintetizados en la GenScript Corporation (Piscataway, NJ, USA). Estos cuatro genes codificantes 
de cbh sintéticos recibidos de la GenScript Corporation, se clonaron en el plásmido pUC57. Los vectores resultantes 
se digirieron con EcoRI y XhoI para escindir los genes cbh que se clonaron posteriormente en un vector YEpENO-5
BBH digerido con EcoRI y XhoI. Esto creó los plásmidos pRDH103 (con cbh1Hg), pRDH104 (con cbh1Ta), 
pRDH105 (con cbh1Te) y pRDH106 (con cbh2Te) con los genes codificantes de cbh bajo el control transcripcional 
del promotor y terminador de ENO1. Adicionalmente, se creó pRDH101 que expresaba la CBH1 de T. reesei de 
pBZD_10631_20641. Se utilizó la enzima ExTaq de Takara como se indica y para amplificar la cbh1Tr de 
pBZD_10631_20641 utilizando los cebadores sCBH1/2L y sCBH1R. Después, el fragmento se aisló y se digirió con 10
EcoRI y XhoI. YEpENO-BBH también se digirió con EcoRI y XhoI y las bandas relevantes se aislaron y ligaron. Se 
amplificó un fragmento de 1494 pb que codificaba el gen cbh2 de T. reesei del plásmido pBZD_10631_20641, con 
los cebadores sCBH1/2-L y sCBH2R (5’-CAGTCTCGAGTTACAAGAAAGATGGGTTAGC-3’), se digirió con EcoRI y 
XhoI y se clonó en los sitios EcoRI y XhoI de pJC1 (Crouse et al., Curr. Gen. 28: 467-473 (1995)) colocándolo bajo el 
control transcripcional del promotor y terminador del gen de la fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) de S. cerevisiae. Este 15
plásmido se denominó pRDH107. Posteriormente, los casetes de expresión de pRDH103, pRDH104 y pRDH105 se 
escindieron por digestión con BamHI y BglII y se clonaron en el sitio BamHI de pRDH107 para dar pRDH118, 
pRDH120, pRDH108 y pRDH109, respectivamente. PRDH109 contiene los mismos casetes de expresión que 
pRDH108 pero en pRDH108 los casetes de expresión génicos están en orientación inversa entre sí. Estos plásmidos 
y sus genotipos básicos se resumen en la Tabla 4.20

También se crearon dos vectores adicionales de 2 micrómetros para la expresión de la CBH2b de Chrysosporium 
lucknowense y de la CBH1 de T. emersonii con una fusión c terminal del MUC de la CBH1 de T. reesei. La fusión 
entre cbh1 de T. emersonii y el MUC de cbh1 de T. reesei se generó por ligamiento de tres fragmentos. En la Tabla 
5 se indican los oligonucleótidos utilizados para estas construcciones. Se amplificó un producto de la PCR con los 25
oligonucleótidos 395 Te cbh1 Sint1 PacI-ATG y 398 Te cbh1 núcleo sint SmaI utilizando como molde pRDH105, se 
digirió con PmlI y SmaI y se aisló el fragmento de 800 pb. Se amplificó un segundo producto de la PCR con los 
oligonucleótidos 399 Trcbh1 sint MUC5 M1yIHincII y 400 Trcbh1 sint MUC AscIXhoI con pRDH101 como molde, se 
digirió con MlyI y XhoI y se aisló el fragmento de 180 pb. Los dos fragmentos de la PCR se ligaron con el fragmento 
PmlI-XhoI de 6,9 kb de pRDH105 produciendo pMU624.30

La secuencia de ADN genómico de 3900 pb del gen cbh2b de Chrysosporium lucknowense (descrito en la Solicitud 
de Patente de Estados Unidos publicada N.º: 2007/0238155) se analizó para supuestos intrones utilizando el 
Servidor NetAspGene 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk)/Services/NetAspGene/). La retirada de los intrones citados de la 
secuencia genómica dio como resultado una fase de lectura abierta de 482 aminoácidos que se sintetizó en Codon 35
Devices y sus codones se optimizaron para la expresión en S. cerevisiae y se clonaron en el vector pUC57. El 
plásmido pAJ401 (Saloheimo et al., Mol. Microbiol., 13: 219-228, 1994), que contenía el promotor y terminador de 
PGK1, se modificó para la expresión de cbh2 de T. reesei entre los sitios de restricción PacI y AscI. El promotor de 
PGK1 se amplificó con los cebadores 379 ScPGK1prom -786 SacI + ApaI y 380 ScPGK1prom de EcoRI-PacI y 
pAJ410 como molde y se digirieron con PacI y EcoRI. La ORF de cbh2 de T. reesei se amplificó a partir de pTTc01 40
(Teeri et al., Gene 51: 43-52, 1987) con los oligonucleótidos 381 CBH2 WT EcoRI-PacI-ATG y 386 CBH2 WT TAA-
AscI-EcoRI, se digirió con PacI y EcoRI, y se ligó con el pAJ401 digerido con SacI-EcoRI dando como resultado 
pMI508. El fragmento PacI-AscI en pMI508 se reemplazó por un gen egl1 de T. reesei de 1,4 kb sintético dando 
como resultado pMI522. El fragmento de 1,9 kb de pMI522 se digirió con PmlI y XhoI y se ligó con el fragmento PmlI-
XhoI de 6,4 kb de pRDH107 dando como resultado pMI568. PMI568 se digirió con PacI y AscI y el fragmento de 7 kb 45
se ligó con el fragmento de 1,5 kb de pMI558 produciendo pMU784 para la expresión de cbh2b de C. lucknowense.

También se construyó un conjunto de vectores de 2 micrómetros para la expresión de endoglucanasas en S. 
cerevisiae, así como plásmidos relacionados para actuar como controles. Se creó PMU451 como un vector de 
control y para la clonación de las celulasas bajo el control del promotor y terminador de ENO1. Esto se realizó 50
añadiendo un enlazador PacI/AscI en el sitio EcoRI/XhoI de pMU451. Los genes sintéticos encargados en Codon 
Devices y recibidos en pUC57 se clonaron en este vector como fragmentos PacI/AscI. Los vectores creados de este 
modo e indicados en la Tabla 4 son: pMU458, pMU463, pMU465, pMU469, pMU471, pMU472, pMU473, pMU475, 
pMU499, pMU500 y pMU503.

55
A partir de las construcciones pBKD_1 y pBKD_2, se crearon vectores para la integración de versiones de celulasas 
secretadas en los sitios de integración delta en S. cerevisiae, o para la integración en el genoma de K. marxianus. La
BGL1 de S. fibuligera (BGLISf) se clonó por PCR a partir de ySFI (van Rooyen et al., J. Biotechnol., 120: 284-95 
(2005)). La endoglucanasa (EGITr) utilizada tenía la secuencia dada en la Tabla 1. Los genes que codifican celulasa 
se clonaron mediante PCR (utilizando los sitios PacI y AscI) en pBKD_1 y pBKD_2 - para crear pBKD1-BGL1 y 60
pBKD2-sEG1. El casete ENO1P-sEG1-ENO1T de pBKD2-sEG1 se subclonó posteriormente como un fragmento 
SpeI, NotI con pBKDI-BGL1 para crear pBKD1-BGL1-sEG1.

El pMU562, utilizado para la integración de celulasas en K. marxianus, se generó cortando con pMU185 (pUG66) 
con Not1 y aislando un inserto que contenía lox P ZeoR de 1190 pb. Este inserto se ligó en un vector de integración 65
delta de 4,5 Kb digerido con Not1 para producir pMU562. pMU576 se generó cortando el plásmido pMU291 que 
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contenía la CBH2 de T. reesei con Asc1/Pac1, aislando un gen de CBH2 de 1491 pb y ligándolo en el vector de 
integración delta pMU562 cortado con Asc1/Pac1. pMU577 se generó cortando CBH1 de T. emersonii de pMU398 
con Asc1/Pac1, aislando un gen CBH1 de 1380 pb y ligándolo en el vector de integración delta pMU562 cortado con 
Asc1/Pac1. De manera similar, un conjunto de construcciones de celulasas recombinantes (pMU661 a pMU668 y 
pMU750, pMU755, pMU809-véase Tabla 4), incluyendo una variedad de endoglucanasas y celobiohidrolasas, se 5
incorporó en pMU562 para la cotransformación. Secuencias sintéticas para estos genes de celulasa se obtuvieron
originalmente en Codon Devices y posteriormente se clonaron en vectores de expresión de 2 μ para su uso en S. 
cerevisiae. Después se transfirieron desde estos vectores a los vectores de integración como se detalla (incluyendo 
las digestiones utilizadas) en la Tabla X. En su conjunto estas construcciones formaron una biblioteca que puede 
transformarse individualmente o conjuntamente y después explorarse mediante un ensayo de actividad. Las 10
construcciones se digirieron con enzimas que cortaban dentro o muy cerca de las secuencias delta para la 
integración. También se construyeron construcciones similares para celulasas de integración utilizando el marcador 
higromicina (pMU721, pMU760 y pMU761).

Transformación en levaduras15

Para la transformación rutinaria de plásmidos completos en S. cerevisiae, se utilizó transformación química 
convencional (Sambrook et al., Molecular cloning: A laboratory manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 1989). Para algunas transformaciones, se utilizó un protocolo modificado descrito por Hill et al. (Nucleic Acids 
Res. 19: 5791 (1991)).20

Se desarrolló un protocolo para la electrotransformación de levaduras basado en Cho et al. (1999) y en Ausubel et 
al. (1994). Se crearon fragmentos lineales de ADN digiriendo pBD1-BGL1-sEG1 con AccI. AccI tenía un único sitio 
en la secuencia δ. Los fragmentos se purificaron por precipitación con NaAc 3 M y etanol enfriado en hielo, 
posteriormente se lavó con etanol al 70 % y se resuspendió en dH2O USB (agua estéril sin ADNasa ni ARNasa) 25
después de secar en un horno al vacío a 70 ºC.

Para la transformación, se prepararon células de S. cerevisiae cultivando hasta la saturación en cultivos YPD de 
5 ml. Se muestrearon 4 ml del cultivo, se lavaron 2X con agua destilada fría y se resuspendieron en agua destilada 
fría 640 μl. Se añadieron 80 μl de Tris-HCl 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5 (esterilizado con filtro tampón TE 10X) y 30
80 μl de acetato de litio 1 M, pH 7,5 (esterilizado con filtro 10X LiAc), y la suspensión celular se incubó a 30 ºC 
durante 45 min con agitación suave. Se añadieron 20 μl de DTT 1 M y la incubación continuó durante 15 min. 
Después, las células se centrifugaron, se lavaron una vez con agua destilada fría y una vez con tampón de 
electroporación (sorbitol 1 M, HEPES 20 mM) y finalmente se resuspendió en tampón de electroporación 267 μl. Se 
utilizó el mismo protocolo para la transformación de las cepas de K. lactis y K. marxianus, excepto que se inocularon 35
50 ml de YPD con 0,5 ml de un cultivo durante una noche, se cultivó durante 4 horas a 37 ºC, y después se 
centrifugó y se preparó como se ha indicado anteriormente. Adicionalmente, se realizaron etapas de incubación y de 
recuperación a 37 ºC.

Para la electroporación, 10 μg de ADN linealizado (medido por estimación en un gel) se combinaron con 50 μl de la 40
suspensión celular en un tubo de microcentrífuga estéril de 1, 5 ml. Después, la mezcla se transfirió a una cubeta de 
electroporación de 0,2 cm, y a la muestra se le aplicó un pulso de 1,4 kV (200 μ, 25 μF) utilizando el dispositivo 
Gene Pulser de Biorad. En la cubeta se puso 1 ml de YPD con sorbitol 1 M ajustado a pH 7,0 (YPDS) y dejó que las 
células se recuperasen durante ~3 h. En placas de agar YPDS con antibiótico apropiado, se diseminaron 100-200 μl 
de suspensión celular y se incubó a 30 ºC durante 3-4 días hasta que aparecieron las colonias.45

Cepas de levadura

Las cepas de levadura indicadas en la Tabla 6 se crearon utilizando los vectores y los protocolos de transformación 
descritos.50

Tabla 6: Cepas de levadura.
Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones

M0013 Saccharomyces 
cerevisiae Y294 
(ATCC 201160)

Genotipo: α, leu2-3,112 ura3-52 
his3 trp1-289

Ninguna

M0243 M0013 BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI

M0244 M0013 BGLISf, EGITr (secuencia nativa) pCEL5

M0247 M0013 TeCBH1; delta FUR1 pRDH105

M0248 M0013 TrCBH2, TeCBH1; delta FUR1 pRDH108; pDF1
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Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones

M0249 M0013 Ninguno (control); delta FUR1 pJC1; pDF1

M0265 M0013 CBHIHg; delta FUR1 pRDH103; pDF1

M0266 M0013 CBHITa; delta FUR1 pRDH104; pDF1

M0282 M0248 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Te; 
delta FUR1

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1

M0284 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Hg; 
delta FUR1

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH118;pDF1

M0286 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Ta; 
delta FUR1

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH120; pDF1

M0288 M0243 BGLISf, EGITr, CBH2Tr, CBH1Te; 
delta FUR1

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1

M0289 M0013 CBH2Tr, CBH1Hg; delta FUR1 pRDH118; pDF1

M0291 M0013 CBH2Tr, CBH1Ta; delta FUR1 pRDH120; pDF1

M0358 M0282 BGLISf, EGITr, TrCBH2, CBH1Te; 
delta FUR1; Trp1; His3

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1

M0359 M0288 BGLISf, EGITr, TrCBH2, CBH1Te; 
delta FUR1; Trp1; His3

pBKD1-BGLI-sEGI; pRDH108; pDF1

M0361 M0249 Ninguno (control); delta FUR1; 
Trp1; His3

pJC1; pDF1

M0157 Kluyveromyces
marxianus (ATCC

N.º 10606)

Ninguno Ninguna

M0158 Kluyveromyces
lactis (ATCC
N.º 34440)

Ninguno Ninguna

M0411 M0158 (colonia N.º 1) BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;

M0412 M0158 (colonia N.º 2) BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;

M0413 M0157 (colonia N.º 1) BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;

M0414 M0157 (colonia N.º 2) BGLISf, EGITr pBKD1-BGLI-sEGI;

M0491 M0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI; 
pMU576andpMU577

M0599 M0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI; pMU760 and 
pMU761

M0600 M0414 BGLISf, EGITr, TeCBH1, TrCBH2 pBKD1-BGLI-sEGI; pMU760 and 
pMU761

de M0601 a
M0604; de 
M0611 a
M0617

M0414 (11
colonias muestran 

mayor actividad 
avicelasa)

BGLISf, EGITr, C1(a)EG, EGCf,
EGNt, EGCa, EGMd, EGNw,

EGRs, CBH1Te, CBH1Te+CBD,
CBH2Tr, CBH2 C1(b)

pBKD1-BGLI-sEGI; pMU663, pMU755, 
pMU809, pMU576, pMU661, pMU662, 

pMU664, pMU665, pMU667,
pMU668, pMU750, pMU577

de M0618 a
M0625

M0157(8 colonias 
muestran mayor 

actividad avicelasa)

C1(a)EG, EGCf, EGNt, EGCa,
EGMd, EGNw, EGRs, CBH1Te,

CBH1Te+CBD, CBH2Tr,
CBH2 C1(b)

pMU663, pMU755, pMU809, pMU576, 
pMU661, pMU662, pMU664, pMU665, 
pMU667, pMU668, pMU750, pMU577

yENO1 M0013 ENO1P/T YEpENO-BBH; pDF1

M0419 M0013 ENO1P/T pMU451

M0420 M0013 CBH1Te pMU272

M0423 M0013 EG1Tr pMU463

M0424 M0013 BGL1Sf pMU464

M0426 M0013 EGRf pMU469

M0446 M0013 EG C1(a) pMU465

ES 2 621 181 T3

 



75

Nombre Cepa de fondo Genes expresados y/o inactivados Construcciones

M0449 M0013 EGCf pMU471

M0450 M0013 EGNt pMU472

M0460 M0013 EGMd pMU499

M0461 M0013 EGRs pMU500

M0464 M0013 EGNw pMU503

M0476 M0013 EGNf pMU458

Y294/pMI529 
fur1Δ

M0013 CBH1Te+MUC pMU624

Y294/pMI553 
fur1Δ

M0013 CBH2Tr, CBH1Te+MUC pMI553

Y294/pMI574 
fur1Δ

M0013 CBH2C1(b) pMI574

Y294/pMI577 
fur1Δ

M0013 CBH2Tr, CBH1Hg pMI577

Y294/pMI578 
fur1Δ

M0013 CBH2Tr, CBH1Te pMI578

Y294/pMI579 
fur1Δ

M0013 CBH2Tr, CBH1 C1(b) pMI579

Y294/pMI580 
fur1Δ

M0013 CBH2 C1(b), CBH1Te+MUC pMI580

Y294/pMI581 
fur1Δ

M0013 CBH2 C1(b), CBH1Te pMI581

Y294/pMI582 
fur1Δ

M0013 CBH2 C1(b), CBH1Hg pMI582

Y294/pMI583 
fur1Δ

M0013 CBH2 C1(b), CBH1 C1(b) pMI583

El plásmido pBKD1-BGL1-sEG1 (pMU276) se digirió con AccI y se transformó en Y294 de S. cerevisiae por 
electrotransformación para crear una cepa con copias integradas en delta en BGLISf y EGITr, denominada M0243. 
Después, plásmidos episomales se transformaron en Y294 y/o M0243 de S. cerevisiae.

5
Para crear cepas autoselectivas de S. cerevisiae, es decir, cepas que pueden cultivarse en medio sin requerir 
presión selectiva para mantener el plásmido episomal, las cepas se transformaron con pDF1 digeridas con NsiI y 
NcoI y se seleccionaron en placas con SC-ura-leu. Esto condujo a la alteración del gen FUR1 de S. cerevisiae. Se 
utilizó PCR para confirmar la alteración de FUR1 con los cebadores FUR1-izquierdo (5’-
ATTTCTTCTTGAACCATGAAC-3’) y FUR1-derecho (5’-CTTAATCAAGACTTCTGTAGCC-3’), donde un tramo de 10
2568 pb indicó una alteración.

M0282 se creó transformando M0248 con pBKD1-BGLI-sEGI digerido con AccI, como se ha descrito anteriormente, 
excepto que la mezcla de transformación se esparció sobre la placa que contenía celulosa microcristalina 
bacteriana, CMCB, con extracto de levadura 10 g/l y peptona 20 g/l.15

La presencia de genes integrados se verificó por PCR para colonias para cepas de Kluyveromyces. Las cepas de 
levadura seleccionadas se volvieron prototróficas por transformacón con productos de PCR para genes para 
complementar sus auxotrofias.

20
Sustratos celulósicos para ensayos enzimáticos

La celulosa microcristalina bacteriana (CMCB) fue un obsequio de la compañía CP Kelco. La CMCB recibida se agitó 
durante una noche a 4 ºC en agua. Después de rehidratar el sustrato, se lavó 6 veces con agua y se resuspendió en 
agua. El peso seco del sustrato se midió secando las muestras a 105 ºC hasta que se obtuvo un peso constante.25

Se usó Avicel PH105 (FMC Biopolymers) proporcionado tal cual por el fabricante.

Se generaron maderas duras mixtas pretratadas por autohidrólisis del sustrato a 160 PSI durante 10 minutos. El 
material pretratado se lavó 5 veces para retirar inhibidores y azúcares solubles y se resuspendió en agua destilada. 30
Las muestras se secaron durante una noche a 105 ºC para determinar el peso seco. El análisis del contenido de 
azúcar por sacarificación cuantitativa mostró un contenido de glucano de 50 %.
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Se preparó celulosa hinchada con ácido fosfórico (PASC) como desvelan Zhang y Lynd (2006), con algunas
modificaciones. Se hidrató Avicel PH105 (10 g) con 100 μl de agua destilada en un matraz de 4 l. Se añadieron 
800 ml de ácido fosfórico al 86,2 % lentamente al matraz con una primera adición de 300 ml seguido de mezclado y 
posteriores adiciones de partes alícuotas de 50 ml. La solución transparente se mantuvo a 4 ºC durante 1 hora para 
permitir la solubilización completa de la celulosa, hasta que no quedaran grumos en la mezcla de reacción. A 5
continuación, 2 l de agua destilada enfriada en hielo se añadieron en partes alícuotas de 500 ml mezclando entre las 
adiciones. Las partes alícuotas de 300 ml de la mezcla se centrifugaron a 5.000 rpm durante 20 minutos a 2 ºC y el 
sobrenadante se retiró. La adición de 300 ml de agua destilada enfriada y posterior centrifugación se repitió 4 veces. 
Se añadieron 4,2 ml de carbonato de sodio 2 M y 300 ml de agua a la celulosa, seguido de 2 o 3 lavados con agua 
destilada, hasta que el pH final fue de ~6. Las muestras se secaron hasta obtener un peso constante en un horno a 10
105 ºC para medir el peso seco.

Ensayos enzimáticos

La actividad β-glucosidasa se midió de una manera similar a la de McBride, JE, et al., (Enzyme Microb, Techol. 37: 15
93-101 (2005)) excepto que el volumen del ensayo se redujo y la reacción se realizó en una placa de microtitulación. 
En resumen, se cultivaron cepas de levadura hasta saturación en medio YPD o YPC con o sin antibióticos 
apropiados, se midió la densidad óptica a 600 nm (DO (600)) y se tomó una muestra de los cultivos de 0,5 ml. Esta 
muestra se centrifugó, el sobrenadante se separó y se guardó y el sedimento celular se lavó 2 veces con tampón 
citrato 50 mM, pH 5,0. Se construyeron reacciones para sobrenadantes de muestra de 50 μl, tampón citrato 50 μl y 20
50 μl de sustrato p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido (PNPG) 20 mM. Las reacciones con las células lavadas consistían 
en 25 μl de células, tampón citrato 75 μl y sustrato PNPG 50 μl. Si la actividad era demasiado alta para el intervalo 
de la curva patrón, se usaba una concentración celular más baja y el ensayo volvía a ejecutarse. La curva patrón 
consistía en una serie de dilución con factor 2 de patrones de nitrofenol (PNP), comenzando a 500 nM y finalizando 
a 7,8 nM y se incluyó un blanco de tampón. Después se prepararon diluciones apropiadas de sobrenadante o de 25
células, la placa de microtitulación se incubó a 37 ºC durante 10 minutos junto con el sustrato de reacción. La 
reacción se realizó añadiendo el sustrato, incubando durante 30 minutos y deteniendo con 150 μl de Na2CO3 2 M. 
Después, la placa se centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos, y 150 μl de sobrenadante se transfirieron a otra 
placa. En cada pocillo, se leyó la absorbancia a 405 nm. 

30
La actividad endoglucanasa se detectó cualitativamente observando zonas aclaradas en medios completos 
sintéticos (como se indicó anteriormente, pero incluyendo glucosa 20 g/l) con carboximetil celulosa (CMC) al 0,1 % 
teñida con rojo Congo (Beguin, Anal. Biochem. 333-6 (1983)). Las células se cultivaron durante 2-3 días en las 
placas y se retiraron por lavado de la placa con tampón Tris-HCl 1 M pH 7,5. Después, las placas se tiñeron después 
durante 10 minutos con una solución de rojo Congo al 0,1 %, y posteriormente el colorante extra se retiró por lavado 35
con NaCl 1 M.

La actividad CBH1 se detectó utilizando el sustrato 4-metilumbeliferil-β-D-lactósido (MULac). Los ensayos se 
realizaron mezclando 50 μl de sobrenadante de levadura con 50 μl de una solución de sustrato MUlac 4 mM,
preparada en tampón citrato 50 mM, pH 5,5. La reacción se dejó continuar durante 30 minutos y después se detuvo 40
con Na2CO3 1 M. La fluorescencia en cada pocillo se leyó en un lector de placa de microtitulación (ex. a 355 nm y 
em. a 460 nm).

Cuantificación de la actividad enzimática
45

La actividad enzimática en PASC y Avicel se midió utilizando el protocolo descrito en Den Haan et al., Enzyme and 
Microbial Technology 40: 1291-1299 (2007). En resumen, sobrenadantes de levadura se incubaron con celulosa a 
4 ºC para unir la celulasa. Después la celulosa se filtró del sobrenadante de levadura, se resuspendió en tampón 
citrato y azida sódica y se incubó a 37 ºC. La acumulación de azúcar se midió en la reacción muestreando y 
realizando un ensayo con fenol y ácido sulfúrico (véase el Ejemplo 10 y la Tabla 9).50

También se generaron niveles de actividad Avicel utilizando un método en placa de 96 pocillos. (Véase el Ejemplo 
2). Las cepas a ensayar se cultivaron en YPD en placas de 96 pocillos de pocillo profundo a 35 ºC con agitación a 
900 rpm. Después del cultivo, las placas se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. Se añadió sustrato 300 μl 
(avicel al 2 %, tampón acetato sódico 50 mM, azida sódica 0,02 %, β-glucosidasa 1 μl por ml) a una placa nueva de 55
96 pocillos de pocillo profundo, sin dejar que el avicel se sedimente. Se añadieron 300 μl de sobrenadante de 
levadura a este sustrato, y se extrajeron 100 μl para una muestra inicial. La placa de ensayo se incubó a 35 ºC con 
agitación a 800 rpm y se extrajeron muestras a las 24 y 48 horas. Las muestras se colocaron en placas de PCR de 
96 pocillos y se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos. Después, se añadieron 50 μl de sobrenadante a 100 μl 
de reactivo DNS previamente colocado en una placa de PCR de 96 pocillos distinta, se mezcló y se calentó a 99 ºC 60
durante 5 minutos en un aparato de PCR, seguido de enfriamiento a 4 ºC. Se transfirieron 50 μl a una placa de 
microtitulación y se midió la absorbancia a 565 nm. La conversión de avicel se calculó de la siguiente manera:
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Y - % de Avicel convertido a las 24 o 48 h
S – calibrado de pendiente con DNS/glucosa que es de 0,1 para DNS a 565 nm
A - concentración de Avicel a T=0 que es de 10 g/l para Avicel al 1 %

5
Ejemplo 1: producción Kluyveromyces que expresa β-glucosidasa y endoglucanasa heterólogas 

Para ensayar la capacidad de Kluyveromyces para expresar celulasas heterólogas funcionales, dos cepas de 
Kluyveromyces, Kluyveromyces marxianus (cepa ATCC n.º 10606; MO157) y Kluyveromyces lactis (cepa ATCC n.º 
34440) se transformaron con vectores que codificaban celulasas heterólogas.10

Los vectores, que contenían secuencias de integración delta de levadura, el marcador KanMX y las secuencias 
codificantes de BGLI S.f. y de EGI T.r. (pBKD-BFLI-sEG1), se transformaron en Kluyveromyces de acuerdo con el 
protocolo de transformación de levaduras como se ha descrito anteriormente y se seleccionaron en G418. Los 
transformantes se verificaron por PCR y después se ensayaron evaluando con CMC. En la Figura 1 se muestran los 15
resultados. La presencia de la actividad de celulasa heteróloga se indica mediante una zona aclarada en la placa 
con CMC. Como se muestra en la Figura 1, ni la cepa de K. lactis no transformada (colonia 8) ni la cepa de K. 
marxianus no transformada (colonia 16) mostró actividad endoglucanasa. Sin embargo, 6 de 7 colonias de K. lactis
transformadas mostraron actividad de CMCasa, y las 7 colonias de K. marxianus transformadas mostraron actividad 
CMCasa. MO413 y MO414 se identificaron como dos colonias de K. marxianus que mostraban actividad CMCasa.20

Ejemplo 2: producción de Kluyveromyces que expresa CBH1 y CBH2

También se examinó la capacidad de Kluyveromyces para expresar celobiohidrolasas heterólogas funcionales. En 
estos experimentos, K. marxianus (MO157) se transformó con construcciones que contenían CBH2 de T. reesei, 25
CBH1 de T. emersonii o ambas. De manera similar, MO414 (K. marxianus transformada con BGLI S.f. y con EGI
T.r.) se transformó con construcciones que contenían CBH2 de T. reesei, CBH1 de T. emersonii o ambas.

Las transformaciones se realizaron como se ha descrito anteriormente. Después, la actividad CBH1 se detectó 
utilizando el sustrato 4-metilumbeliferil-β-D-lactósido (MU-Lac) como se ha descrito anteriormente. El ensayo se 30
realizó en ocho colonias de cada transformante y se estableció el promedio de las tres colonias que mostraron la 
actividad más elevada. Los resultados se muestran en la Figura 2 y demuestran que las cepas transformadas con 
CBH1 de T. emersonii tenían una actividad MU-lac elevada.

También se evaluó la actividad de cepas de Kluveromyces que expresaban celobiohidrolasas heterólogas en Avicel. 35
En un experimento, MO413 se transformó con vectores que contenían las secuencias codificantes de CBH2 de T. 
reesei y de CBH1 de T. emersonii junto con un marcador de zeocina. Mediante esta transformación se creó una 
nueva cepa MO491 y mostró actividad MU-lactósido. En un segundo experimento, MO413 se transformó con 
vectores que contenían las secuencias codificantes de CBH2 de T. reesei y de CBH1 de T. emersonii junto con un 
marcador de higromicina, y de esta transformación se aislaron las cepas MO599 y MO600. La actividad en Avicel se 40
evaluó a las 48 horas como se ha descrito anteriormente, y los resultados, mostrados en la Figura 3, demuestran 
que las cepas de Kluyveromyces que expresan celulasas heterólogas tienen actividad Avicelasa a 35 ºC. También 
se demostró actividad Avicelasa a 45 ºC (datos no mostrados).

Ejemplo 3: producción de Kluyveromyces que expresa una biblioteca de celulasas45

También se crearon cepas de Kluveromyces transformando levadura con una biblioteca de celulasas (la creación de 
bibliotecas se ha descrito anteriormente). Por ejemplo, MO413 se transformó con una biblioteca de celulasas que 
contenían un marcador de zeocina para producir nuevas cepas MO601-MO604 y MO611-MO617. Además, MO157 
(K. marxianus) se transformó con la misma biblioteca y se identificaron nuevas cepas MO618-MO625. La actividad 50
en Avicel se evaluó a las 48 horas como se ha descrito anteriormente, y los resultados, mostrados en la Figura 3, 
demuestran que las cepas de Kluveromyces, transformadas con una biblioteca de celulasas heterólogas, también 
tenían actividad Avicelasa a 35 ºC. Los transformantes de MO157 con la biblioteca mostraron la actividad más 
elevada. También se demostró actividad Avicelasa a 45 ºC (datos no mostrados).

55
Ejemplo 4: producción de etanol por Kluyveromyces transformada

Para determinar si Kluyveromyces, que expresa celulasas heterólogas, podía producir etanol a partir de Avicel, se 
cultivaron precultivos durante 24 horas en YPD (YPD como indicado anteriormente, con glucosa 20 g/l; 25 ml en un 
matraz agitador de 250 ml) con agitación a 300 rpm a 35 ºC. Después de 24 y 48 horas, se añadieron 40 g/l de 60
glucosa adicional. Al cabo de 72 horas, el pH de los cultivos se ajustó a ~5,0 con tampón citrato (el pH inicial del 
tampón fue de 5,5 y la concentración final fue de 50 mM) y el cultivo se añadió a un matraz agitador de plástico 
hermético que contenía 5,5 gramos de Avicel (concentración final 10 % (p/v). Se usó Avicel PH105 (FMC 
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Biopolymers) tal como proporcionó el fabricante. El cultivo se incubó a 35 ºC con agitación a 150 rpm.

La cuantificación de etanol en muestras de fermentación se realizó por análisis HPLC, y las concentraciones de 
etanol iniciales en frascos (de precultivos) se restaron de todos los puntos de datos posteriores (las concentraciones 
de etanol iniciales variaban entre 0 y aproximadamente 6 g/l). La concentración de glucosa inicial en todas las cepas,5
excepto el MO603, fue de 0,000 g/l. Para esta cepa la concentración fue de 0,069 g/l, lo que produciría un máximo 
en 0,035 g/l de etanol a partir del azúcar inicial.

Los resultados, como se muestra en la Figura 4, demuestran que las cepas de K. marxianus modificadas por 
ingeniería genética también pudieron producir etanol directamente a partir de Avicel. La cepa MO157, la cepa de 10
control no transformada, mostró una disminución constante en la concentración de etanol durante el experimento. 
Esto se debe al consumo de etanol por la cepa debido a la presencia de una pequeña cantidad de oxígeno en los 
matraces.

De las dos cepas transformadas con CBH2 de T. reesei y CBH1 de T. emersonii con el marcador de higromicina 15
(MO599 y M600), una de ellas (MO599) mostró producción de etanol. Además, de las cinco cepas transformadas 
con CBH2 de T. reesei y con CBH1 de T. emersonii con el marcador de zeocina, cuatro (MO601, MO602, MO604 y 
MO491) mostraron producción de etanol. Esto demuestra que las cepas de K. marxianus termotolerantes
modificadas por ingeniería genética podían producir etanol directamente a partir de la celulosa cristalina 
recalcitrante, Avicel.20

Ejemplo: producción de S. cerevisiae que expresa celulasas heterólogas 

También se produjeron cepas de S. cerevisiae que expresaban celulasas heterólogas y se sometieron a ensayo con 
respecto a su capacidad de cultivo en medios que contenían celulosa microcristalina bacteriana (CMCB). En estos 25
experimentos, las condiciones microaerobias se mantuvieron cultivando las cepas en CMCB en tubos Hungate 
herméticos con una atmósfera de aire.

Las cepas que expresaban CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei (MO248) se transformaron con una 
construcción que permitía la expresión de EGI de T. reesei y de BGLI de S. fibuligera (pKD-BGLI-sEGI). Esa 30
transformación se sembró en una placa con agar sólido y CMCB y, después de 7 días, aparecieron cinco colonias en 
la placa (datos no mostrados). La levadura de la más grande de las cinco colonias se aisló como cepa MO282. 
(MO282 se ha descrito con más detalle anteriormente). Las tres cepas de control se sometieron a ensayo con 
respecto al crecimiento en las mismas placas. Una cepa expresó CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei y dos 
cepas expresaron EGI de T. reesei y BGLI de S. fibuligera. No aparecieron colonias en las placas con cepas de 35
levadura de control (datos no mostrados).

La capacidad de MO282 para crecer en CMCB también se sometió a ensayo utilizando medios líquidos. La Figura 5 
muestra que MO282, que expresa las 4 celulasas secretadas, creció en CMCB a un grado mucho más alto que un 
plásmido solo de control (MO249), que una cepa que expresaba solo CBH1 de T. emersonii y CBH2 de T. reesei40
(MO249) y que una cepa que expresaba 4 celulasas ligadas (MO144).

Estos resultados indican que las levaduras que expresan CBH1 de T. emersonii secretada, CBH2 de T. reesei, EGI 
de T. reesei y BGLI de S. fibuligera, secretadas de manera heteróloga, pueden crecer en celulosa microcristalina 
bacteriana.45

Ejemplo 6: S. cerevisiae, que expresa celulasas heterólogas, puede producir etanol a partir de Avicel y de madera 
dura pretratada.

Para determinar si S. cerevisiae transformada podía producir etanol directamente a partir de celulosa sin enzimas 50
celulasas añadidas de manera exógena, se cultivaron cepas transformadas en Avicel como única fuente de carbono. 
Se usó Avicel PH105 (FMC Biopolymers) tal como como proporcionó el fabricante.

Los medios Avicel se prepararon utilizando componentes no glucosídicos de medio completo sintético para levadura 
incluyendo, base de nitrógeno de levadura sin aminoácidos, 6,7 g/l y complementado con una mezcla de 55
aminoácidos completa (mezcla complementaria completa). En algunos casos, como complemento se utilizó extracto 
de levadura (10 g/l) y peptona (20 g/l) (YP) en los experimentos de cultivo. Las condiciones de cultivo fueron 
anaerobias y se mantuvieron enjuagando frascos de vidrio herméticos con N2 después de la adición de la fuente de 
carbono y antes esterilizar en autoclave. Después de esterilizar en autoclave, se añadieron componentes de medios 
no carbónicos como diluciones de 10X por esterilización con filtro. La inoculación en cultivos Avicel se realizó al 60
20 % en volumen. La cuantificación de etanol en muestras de fermentación se realizó mediante análisis HPLC y las 
concentraciones de etanol iniciales en frascos (a partir de precultivos) se restaron de todos los puntos de datos 
posteriores.

Como se muestra en la Figura 6, cuando se utilizaban los componentes de medios YNB, la cepa M0288 (que 65
expresaba BGLI de S. fibuligera, EGI de T. reesei, CBH2 de T. reesei y CBH1 de T. emersonii) pudo producir etanol 
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directamente a partir de avicel PH105 en comparación con la cepa de control (M0249).

La capacidad de MO288 para producir etanol a partir de celulosa también se demostró utilizando maderas duras 
pretratadas. Se generaron maderas duras mixtas pretratadas por autohidrólisis del sustrato a 160 PSI durante 10 
minutos. El material previamente tratado se lavó 5 veces para retirar inhibidores y azúcares solubles y se 5
resuspendió en agua destilada. Las muestras se secaron durante una noche a 105 ºC para determinar el peso seco. 
El análisis del contenido de azúcar por sacarificación cuantitativa mostró un contenido de glucano al 50 %. Los 
medios y las condiciones de los cultivos eran como se ha descrito anteriormente para los experimentos con Avicel,
excepto que los cultivos se inocularon al 10 % en volumen.

10
Los datos presentados en la Figura 7 demuestran que MO288 también podía fabricar etanol a partir de maderas 
duras pretratadas sin adición enzimatica. La cepa fabricó ~0,5 g/l más que la cepa de control cuando se utilizaba 
medio YP y ~0,2 g/l cuando el medio que se utilizaba era YNB.

Estos datos demuestran que las levaduras que expresan CBH1 de T. emersonii secretada, CBH2 de T. reesei, EGI 15
de T. reesei y BGLI de S. fibuligera heterólogamente pueden producir etanol a partir de celulosa sin la adición de 
celulasas exógenas.

Ejemplo 7: las cepas de levadura transformadas y las celulasas añadidas externamente actúan sinérgicamente para 
producir etanol a partir de maderas duras mixtas pretratadas.20

La producción de etanol a partir de biomasa se realiza normalmente utilizando un tipo de proceso de SFS en el que 
las enzimas celulasas se añaden exógenamente a una reacción que contiene biomasa celulósica pretratada, medios 
de crecimiento de levadura y levaduras. Para determinar si la levadura que expresa celulasas recombinantes podría 
mejorar este proceso, las levaduras recombinantes que expresan celulasas secretadas se cultivaron en presencia de 25
una serie de concentraciones de celulasa añadida exógenamente. Las condiciones y los medios del cultivo fueron 
como se ha descrito en los ejemplos anteriores.

En estos experimentos, se comparó una cepa de levadura recombinante que expresaba cuatro celulasas secretadas 
(MO288) directamente con la cepa de control (MO249) en las mismas condiciones. Se añadieron celulasas externas 30
a concentraciones de 25 mg de celulasa por gramo de celulosa (100 %), 22,5 mg de celulasa por gramo de celulosa 
(90 %), 18,75 mg de celulasa por gramo de celulosa (75 %) o 6,25 mg de celulasa por gramo de celulosa (25 %). 
También se realizaron experimentos sin añadir celulasas externas (0 %). Como fuente de celulosa se utilizaron 
maderas duras mixtas pretratadas (preparadas como se describe en los ejemplos anteriores) a una concentración de 
sólidos inicial de 5 %. En la Figura 8 se presentan los datos. A partir de estos datos, está claro que la cepa 35
productora de celulasas elabora etanol adicional con respecto a la cepa de control para cada una de las 
concentraciones de carga de celulasa ensayadas.

Para examinar este efecto con más detalle, se evaluó la producción de etanol a diferentes concentraciones de 
celulasa externa en dos tipos de medios diferentes utilizando madera dura mixta tratada previamente. En la Figura 9 40
se muestran los resultados. En medios YP, MO288 elabora 6-9 % más etanol a las cargas de celulasa más 
elevadas, únicamente 1 % más a una carga de 25 % y 100 % más cuando no se carga celulasa. En medios YNB,
MO288 elabora 20-40 % más etanol a bajas cargas de celulasa, y ~10 % más de etanol a cargas de celulasa más 
altas. Estos resultados pueden utilizarse para determinar la cantidad de celulasa que puede retirarse del proceso 
obteniendo la misma producción global de etanol. Para medios YP, la carga de celulasa puede reducirse ~15 % en 45
comparación con el control, y para medios YNB, la carga de celulasa puede reducirse ~5 %. A cargas de celulasa 
que no sean cero, la productividad del etanol aumentó entre un 5 y un 20 % para cepas que expresaban celulasas 
en medios YP en comparación con el control. Esto aumentó entre 10 y 20 % para cepas cultivadas en medios YNB 
en comparación con el control.

50
Estos datos demuestran que los procesos de SFS previos pueden mejorarse en cuanto a la producción de etanol a 
partir de biomasa y productividad de etanol si las cepas que expresan celulasas secretadas se usan en combinación 
con celulasas añadidas exógenamente. De manera similar, las cargas de celulasa necesarias para conseguir un 
porcentaje particular de rendimiento teórico de etanol pueden reducirse cuando se añaden cepas expresan celulasas 
recombinantes.55

Ejemplo 8: las cepas de levadura transformadas también aumentan la eficacia de las celulasas añadidas 
externamente en la producción de etanol a partir de Avicel.

Para ensayar si esta misma tendencia se mantenía a altas concentraciones de sustrato, estos experimentos se 60
repitieron utilizando Avicel PH105 al 15 % como substrato en lugar de madera dura mixta pretratada al 5 %. En las 
Figuras 10 y 11 se muestran los resultados. La cepa que fabrica celulasas (MO288) produjo habitualmente más 
etanol a partir de Avicel que la cepa de levadura de control (MO249) en las mismas condiciones, incluso a 
concentraciones de etanol aumentadas (Figura 10). Por ejemplo, cuando se cargaban 25 mg de celulasa por gramo 
de celulosa en la reacción de SFS, la cepa de ensayo (M0288) produjo 54 g/l, mientras que la de control (M0249) 65
produjo 50 g/l.
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Para examinar el desplazamiento de celulasa se determinó el porcentaje del rendimiento teórico de etanol 
conseguido a diferentes cargas de celulasa. Los resultados presentados en la Figura 12 se repitieron por triplicado 
para M0288 y M0249, permitiendo calcular las desviaciones típicas para los rendimientos de etanol aumentados. En 
la Figura 12 se presentan los datos que pueden utilizarse para calcular el desplazamiento de celulasa. La Figura 12 
presenta ahorros de enzima celulasa basándose en el rendimiento de etanol teórico al cabo de 168 horas en un 5
experimento de SFS. El experimento de sacarificación y fermentación simultáneas, SFS, se realizó en 30 ml de YP 
purgado nitrógeno más Avicel al 15 % en frascos a presión. S utilizó la mezcla de celulasa externa a una proporción 
de 5 Spyzme:1 Novozyme-188. El experimento continuó durante 168 horas y el muestreo se realizó cada día para la 
estimación del etanol mediante HPLC. En la figura las flechas representan la carga de celulasa necesaria para 
conseguir la misma producción de etanol a partir de celulosa como control. Esta carga es consistentemente menor 10
que para el control (es decir, la producción de etanol es consistentemente más elevada). Para datos al cabo de 168 
horas, el desplazamiento promedio de celulasa (cantidad menor que la necesaria para cargar) es de 13,3 % ± 4,9 %.

Ejemplo 9: utilización de Cbh1 artificial para producir etanol
15

Para diseñar una proteína CBH1 con actividad celulasa eficaz, se alinearon 17 secuencias de la proteína CBH1 de la 
base de datos del NCBI (Tabla 7).

Tabla 7. Genes de CBH1 fúngicos utilizados para el alineamiento.
Organismo Genbank n.º

Neosartorya fischeri XM 001258277

Gibberella zeae AY196784

Penicillium janthinellum X59054

Nectria haematococca AY502070

Fusarium poae AY706934

Chaetomium thermophilum AY861347

Aspergillus terreus XM 001214180

Penicillium chrysogenum AY790330

Neurospora crassa X77778

Trichoderma viride AY368686

Humicola grisea X17258

Thermoascus aurantiacus AF421954

Talaromyces emersonii AAL89553

Trichoderma reesei P62694

Phanerochaete chrysosporium Z29653

Aspergillus niger XM 001391971

Aspergillus niger XM 001389539

20
Se diseñó la secuencia de proteína artificial como una secuencia consenso (la más común) para estas proteínas. La 
secuencia señal predicha se cambió por la secuencia preseñal del factor de apareamiento alfa de S. cerevisiae, y la 
secuencia de la proteína CBH1 consenso se muestra a continuación. Las letras mayúsculas indican la secuencia 
preseñal del factor de apareamiento alfa de S. cerevisiae.

25
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Se desarrolló una secuencia de S. cerevisiae y K. lactis con codones optimizados para expresar la secuencia 
consenso de CBH1 (SEQ ID NO: 44) y se muestra a continuación.

5

La secuencia con codones optimizados se insertó en el vector de expresión de levadura episomal (pMU451) bajo el 
control del promotor y terminador de ENO1 en sitios PacI/AscI. Las construcciones de expresión resultantes 
(pMU505) se transformaron en la cepa hospedadora MO375 que procedía de Y294 (MO013) en la que las 
auxotrofias His3 y Trp1 se rescataron mediante transformación con los productos PCR His3 y Trp1 de S. cerevisiae. 10
La cepa resultante que expresaba la secuencia consenso de CBH1 se denominó MO429.

Para determinar si MO429 tenía actividad celulasa, se realizó un ensayo de conversión con Avicel como se describe 
anteriormente y se midió a las 24 horas. Como se muestra en la Figura 14, S. cerevisiae que expresaba la secuencia 
Cbh1 consenso (MO429) mostró actividad celulasa en comparación con un control negativo transformado con un 15
vector vacío (MO419). La actividad celulasa de MO429 también se comparó con la de las cepas de levadura que 
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expresaban otras celulasas heterólogas. En la Tabla 8 siguiente se resumen las cepas ensayadas.

Tabla 8: cepas celulolíticas utilizadas en el ensayo de conversión con Avicel
Cepa n.º Descripción Celulasa Familia Organismo Actividad Señal

M0419 MO375+pM U451 ninguna ninguna

M0420 MO375+pM U272 CBH1 Hongo Talaromyces emersonii exo nativa

M0429 MO375+pM U505 consenso CBH1 
fúngica

Hongo N/A exo αMFpre de S.c

M0445 MO375+pM U459 CBH1 Hongo Neosartorya fischeri exo αMFpre de S.c

M0456 MO375+pM U495 CBH1 Hongo Chaetomium 
thermophilum

exo αMFpre de S.c

M0457 MO375+pM U496 CBH1 Hongo Aspergillus terreus exo αMFpre de S.c

M0458 MO375+pM U497 CBH1 Hongo Penicillium 
chrysogenum

exo αMFpre de S.c

Todas las cepas de la Tabla 8 procedían de la misma cepa precursora MO375 y se transformaron con un vector de 5
expresión episomal. MO420, MO429, MO445, MO456, MO457 y MO458 se crearon utilizando vectores de levadura 
episomales que contenían los genes de celulasa heteróloga indicados en la tabla, cuyos codones estaban 
optimizados para la expresión en S. cerevisiae y K. lactis. Las celulasas en MO429, MO445, MO456, MO457 y 
MO458 se expresaron bajo el control del promotor y terminador de ENO1 de S. cerevisiae. La CBH1 de T. emersonii
se expresó con su propia secuencia señal nativa. Como se muestra en la Figura 14, la actividad secretada en Avicel 10
de la CBH1 consenso fue comparable con la actividad de otras CBHI fúngicas expresadas en el mismo vector y en la 
misma cepa hospedadora.

Ejemplo 10: comparación de la actividad celulasa en S. cerevisiae
15

Las cepas de S. cerevisiae se transformaron con polinucleótidos que codificaban diversas celobiohidrolasas 
heterólogas diferentes y su actividad en PASC y Avicel se evaluó como se ha descrito anteriormente. Los resultados 
se muestran en la tabla siguiente.

Tabla 9: actividad celobiohidrolasa en S. cerevisiae.20
Plásmido Casete(s) de Expresión Act. (PASC) (mU/gDCW) Act. (Avicel) (mU/gDCW)

yENO1 ENO1p/t 2,6861,1 2,9960,7

M0265 ENO1 p/t-sH.g.cbh1 32,8266,5 34,8562,0

M0266 ENO1p/t-sT.a.cbh1 38,5665,9 38,1564,1

M0247 ENO1p/t-sT.e.cbh1 75,60613,1 21,4266,1

M0248 PGK1p/t-sT.r.cbh2 & ENO1p/t-sT.e.cbh1 174,3566,5 40,564,9

M0289 PGK1p/t-sT.r.cbh2 & ENO1p/t-sH.g.cbh1 No medida 106,266,8

M0291 PGK1p/t-sT.r.cbh2 & ENO1p/t-sTa.cbh1 No medida 32,765,7

Además, la actividad en Avicel se ensayó utilizando un ensayo de 96 placas, y los resultados se muestran en la 
Figura 14. En la Figura, para cada cepa, la primera barra indica la liberación de azúcar a las 24 horas y la segunda 
barra indica la liberación de azúcar a las 48 horas. Las CBH1 expresadas individualmente, o en combinación con 
CBH2 de T. reesei, mostraron alguna actividad avicel que alcanzó una conversión de avicel del 10 % al cabo de 48 25
horas. Las combinaciones de CBH1 con CBH2 de C. lucknowense alcanzaron conversiones de avicel mucho más 
altas de aproximadamente 22 % de conversión a las 48 horas en combinación con la CBH1 de T. emersonii con 
CBD unido.

En la Figura 15 se muestran los datos de actividad avicel para las endoglucanasas ensayadas en S. cerevisiae. Los 30
datos demuestran que entre las EG ensayadas, la EG de C. formosanus demostró la mayor actividad avicel cuando 
se expresaba en S. cerevisiae.

Ejemplo 11: cocultivos de cepas de levadura que expresan diferentes celulasas heterólogas producen etanol a partir 
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de Avicel

Un cocultivo de diversas cepas de levadura productoras de celulasa también mostró la capacidad de fabricar etanol 
a partir de Avicel PH105 en medios YNB (Figura 16). En este experimento se mezclaron 5 cepas que producían 
independientemente CBH1 de T. emersonii (M0247), CBH1 de T. aurantiacus (M0266), CBH1 de H. grisea (M0265), 5
una combinación de CBH1 de T. emersonii y de CBH2 de T. reesei (M0248) y una combinación de EGI de T. reesei
y de BGLI de S. fibuligera (M0244) en la misma proporción por volumen y después se inocularon al 20 % en 
volumen. Cada una de las celulasas expresadas heterológamente en cada una de estas cepas se secretó. Los 
medios y las condiciones de cultivo eran como se ha descrito anteriormente para los experimentos con Avicel. Los 
datos de la Figura 16 demuestran que las celulasas heterólogas no requieren expresarse en una cepa de levadura 10
individual para producir etanol a partir de celulosa. En lugar de esto, las cepas de levadura que expresan diferentes 
celulasas heterólogas secretadas pueden cultivarse conjuntamente para producir etanol a partir de celulosa sin la 
adición de ninguna celulasa exógena.

También se evaluó un cocultivo utilizando una combinación de celulasas diferente. En este conjunto de 15
experimentos de cocultivo, se cultivaron cuatro cepas de levadura conjuntamente: M0566 (M0424 con deleción 
FUR): BGLISf secretada; M0592 (M0449 con deleción FUR): EGICf secretada; M0563 (igual que fur1Δ 
Y294/pMI574): secretada CBH2b CI y M0567 (al igual que fur1Δ Y294/pMI529): secretada CBH1Te + CBD. Estas 
cepas se cultivaron en líquido YPD durante 3 días, hasta que el cultivo se saturó para precultivo. En este momento
se utilizaron para inocular experimentos en los que se utilizó avicel (10 %) como sustrato, y las 4 cepas se mezclaron 20
al mismo volumen antes de la inoculación.

La Figura 17 demuestra que las cepas cocultivadas pueden producir etanol directamente a partir de avicel sin que se 
añada ninguna enzima celulasa. El cocultivo produce aproximadamente 4 veces más etanol después de 168 horas 
en comparación con la cepa de control y aproximadamente 3 veces más que M0288.25

Este cocultivo también se utilizó en experimentos de SFS en los que se utilizó el coctel de enzima celulasa 
Zoomerasa a 5 cargas diferentes (10 mg de proteína/g de avicel, 7,5 mg/g, 5 mg/g y 2,5 mg/g y 0 mg/g) y las cepas 
se inocularon al 10 % en volumen.

30
La Figura 18 presenta los datos sin procesar para la producción de etanol a diversas cargas de celulasa por el 
cocultivo, M0288 y M0249. La Figura 18A muestra que a todas las cargas de celulasa ensayadas, las cepas 
cocultivadas produjeron significativamente más etanol que un control no productor de celulasa. La Figura 18B 
muestra que a todas las cargas de celulasa ensayadas, el cocultivo produjo más etanol que la cepa previamente 
ensayada M0288. La Figura 19 muestra el porcentaje de rendimiento teórico de etanol que podría obtenerse con 35
cada uno de estos cultivos después de 168 horas de SFS utilizando diversas cargas de celulasa. Los datos 
demuestran que las cepas cocultivadas conseguirían aproximadamente una reducción de 2 veces en celulasa con 
respecto a la cepa de control y aproximadamente una reducción del 35 % en comparación con M0288.

Estos datos demuestran que la combinación de celulasas en este cocultivo es altamente eficaz en la producción de 40
etanol.

Ejemplo 12: construcción de una cepa fuerte que utiliza xilosa

La cepa M0509 (designación de depósito ATCC _____, depositada el 23 de noviembre del 2009) es una cepa de 45
Saccharomyces cerevisiae que combina la capacidad de metabolizar xilosa con la fuerza requerida para fermentar 
azúcares en presencia de inhibidores de madera dura pretratada. M0509 se creó en un proceso de tres etapas. En 
primer lugar, cepas industriales de S. cerevisiae se evaluaron por comparación para identificar cepas que poseían un 
nivel de fuerza/vigor suficiente para la sacarificación y fermentación simultáneas (SFS) de sustratos de madera dura 
mixtos pretratados. La cepa M0086, una cepa diploide de cepas de S. cerevisiae, cumplió este primer requisito. En 50
segundo lugar, M0086 se modificó genéticamente con la capacidad de utilizar xilosa, dando como resultado la cepa 
M0407. En tercer lugar, M0407 se adaptó durante varias semanas en un quimiostato que contenía medios con xilosa 
con inhibidores de pretratamiento, generando la cepa M0509.

La cepa M0407 se modificó genéticamente a partir de M0086 para utilizar xilosa. Esta modificación genética requirió 55
siete modificaciones genéticas. La modificación principal fue la expresión funcional del gen de xilosa isomerasa 
heterólogo, XilA, aislado del hongo anaerobio Piromyces sp. E2. Los genes estructurales de S. cerevisiae que 
codifican las cinco enzimas implicadas en la conversión de xilulosa en productos intermedios glucolíticos también se 
sobreexpresaron: xiluloquinasa, ribulosa 5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 
transaldolasa. Además, el gen GRE3 que codifica la aldosa reductasa se delecionó para minimizar la producción de 60
xilitol. Los siete genes modificados se indican en la Figura 39. Las modificaciones genéticas en los locus GRE3, 
RKI1, RPE1, TAL1 y TKL1 se diseñaron para dejar atrás el ADN del vector mínimo y sin marcadores antibióticos. 
Cada ADN del locus se secuenció para confirmar los resultados esperados. Cada una de las siete modificaciones 
genéticas se introdujo secuencialmente en la cepa M0086. La Figura 40 muestra la progresión de las modificaciones 
desde la parte superior a la inferior junto con las designaciones para la cepa en cada etapa en el proceso, 65
comenzando con M0086 y finalizando con M0407
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La deleción de GRE3 y la expresión aumentada de RKI1, RPE1, TAL1 y TKL1 implica modificaciones de los locus de 
S. cerevisiae endógenos En el caso de GRE3, ambos alelos se delecionaron. Para los otros cuatro locus, solamente 
se modificó un único alelo. Todas las modificaciones de los locus endógenos requirió el uso de marcadores 
antibióticos seleccionables incluyendo kanr del transposón de Escherichia coli Tn903 (que confiere resistencia a 
G418), nat1 de Streptomyces noursei (que confiere resistencia a clonNAT/nourseotricina) y dsdA de Escherichia coli5
(que confiere resistencia a D-serina). Después de la selección para una modificación genómica deseada, el 
marcador antibiótico se escindió del genoma utilizando el sistema loxP/cre recombinasa. La cre recombinasa 
mantuvo en el plásmido pMU210 que contenía un marcador de resistencia a zeocina. La pérdida de pMU210 así 
como de todos los marcadores antibióticos se ensayó en los medios selectivos apropiados. El genotipificado por 
PCR posterior y la secuenciación de ADN confirmó la retirada de los marcadores antibióticos de los locus genómicos 10
modificados.

La sobreexpresión de RKI1, RPE1, TAL1 y TKL1 se consiguió colocando el promotor de la triosa fosfato isomerasa 
TPI, de S. cerevisiae, inmediatamente en 5’ de cada una de las cuatro ORF. Para TAL1 y RKI1, se delecionaron 
pequeñas partes de sus promotores endógenos. Para impedir la alteración de las ORF adyacentes y de posibles 15
elementos reguladores transcripcionales, la introducción del promotor de TPI en los locus RPEI y TKL1 se realizó de 
tal manera que los locus RPE1 y TKL1 se duplicaron con las copias duplicadas de ambos locus que regulaba el 
promotor de TPI.

Para reforzar la utilización de xilosa de M0407 y aumentar su tolerancia inhibidora al pretratamiento, la cepa se 20
mantuvo en un quimiostato durante cuatro semanas con las siguientes condiciones secuenciales descritas en la 
Tabla 10

Tabla 10: condiciones para mejorar M0407.
Duración (días) Tiempo de Residencia 

(h)
Medios

5 24 YPX, 20 g/l xilosa

5 18 YPX, 20 g/l xilosa

7 24 YPX + 25 % de un washate al 30 % MS129 (21,5 g/l xilosa)

14 24 YPX + 75 % de un washate al 30 % MS129 (~22 % 
equivalentes sólidos)

25
Una alícuota de cultivo del quimiostato adaptado se sembró en placas en YPXi50 % y nueve colonias “adaptadas” de 
M0407 se exploraron en medios YPDXi (glucosa 100 g/l, xilosa 50 g/l, MS149 pressate al 25 %). M0407 y M0228 
(una cepa que utiliza xilosa creada en Mascoma que contiene XliA y XKS1 en plásmidos) se incluyeron como 
controles. A las 24 horas, todas las cepas había consumido por completo la glucosa. M0407 y M0228 habían 
utilizado 30 y 25 g/l de xilosa respectivamente. Las nueve colonias M0407 “adaptadas” habían utilizado más de 44 30
g/l de xilosa. La cantidad más alta de xilosa consumida fue de 48 g/l. Esta cepa se denominó M0509.

La secuenciación de ADNr 18S se utilizó para confirmar la cepa M0509 como Saccharomyces cerevisiae (Kurtzman 
CP y Robnett, CME, FEMS Yeast Research 3 (2003) 417-432). Un fragmento de 1774 pb que abarcaba el ADNr 18S 
se amplificó del ADN genómico de M0509 y se solicitó su secuenciación. La secuencia de 1753 pb del ADNr 18S de 35
M0509 presentó una coincidencia del 100 % con la secuencia del NCBI de 18S de S. cerevisiae (registro de 
nucleótido n.º Z75578).

Dado que la cepa M0509 se obtuvo cultivando M0407 en un quimiostato durante cuatro semanas, la duración de la
separación del cultivo de las dos cepas proporciona un medio para evaluar la estabilidad de las modificaciones 40
modificadas por ingeniería genética. La comparación de la secuencia de ADN de M0407 y M0509 en los locus 
GRE3, RKI1, RPE1, TAL1 y TKL1 no mostró cambios. Esto sugiere que las modificaciones genéticas en estos locus
son genéticamente estables, al menos en las condiciones de cultivo utilizadas.

Se utilizó análisis de PCR en tiempo real para estimar el número de copias de integraciones del vector XilA/XKS1. 45
M0407 tenía aproximadamente 10 copias del vector, mientras que M0509 tenía aproximadamente 20 copias. Esto 
sugiere que el número de copias del vector XilA/XKS1 puede aumentarse ampliando el cultivo en medios con xilosa.

Para evaluar adicionalmente la estabilidad de las integraciones de XilA/XKS1, M0509 se cultivó durante ~50 
generaciones en medios líquidos con glucosa o xilosa como la única fuente de carbono. Después de 50 50
generaciones, se aisló una colonia individual de cada cultivo y se cuantificó el número de integraciones de XilA/XKS1
y se comparó con la reserva de refrigerador M0509 original. La colonia aislada del cultivo con xilosa tenía ~20 copias 
de XilA/XKS1, las mismas que la reserva de refrigerador. La colonia cultivada con glucosa exhibió un número de 
copias ligeramente disminuido, ~16.

55
La ligera disminución en el número de copias de XilA/XKS1 de la colonia con glucosa genera la cuestión del 
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comportamiento de la cepa. Para abordar parcialmente esta cuestión, el consumo de xilosa se comparó entre el
aislado con xilosa, el aislado con glucosa y la reserva de refrigerador. Todos los aislados propagados del 
refrigerador y con xilosa utilizaron xilosa en 24 horas y produjeron las mismas cantidades de etanol, pero la cepa 
propagada con glucosa consumió únicamente como mucho la mitad de xilosa. Figura 20.

5
Ejemplo 13: selección de una cepa termotolerante, fuerte, que utiliza xilosa

M1105 es capaz de realizar la fermentación a temperaturas por encima de 40 ºC en presencia de acetato 8 g/l. 
M1105 se construyó en un fondo de M0509 y es por lo tanto una cepa industrialmente fuerte capaz de convertir tanto 
glucosa como xilosa en etanol.10

M1105 se aisló siguiendo cuatro rondas de selección/adaptación en un ciclostato como se indica en la Figura 41 y 
como se describe a continuación. La temperatura se elevó de 38 ºC a 41 ºC durante el curso del experimento. 
M1017 (designación de depósito ATCC ______, depositada el 23 de noviembre de 2009) se aisló de este primer 
proceso de criostato y se confirmó posteriormente mediante PCR del locus GRE3 que era un descendiente de 15
M0509. M1017 se utilizó para inocular un segundo proceso citostático utilizando medios YMX (base de nitrógeno de 
levadura, xilosa 2 g/l) a 41 ºC. M1046 se aisló de este segundo proceso citostático. A 42 ºC en YPX50, M1046 creció 
lentamente incluso con un tiempo de generación 36 % más corto que el de M1017. M1080 se aisló de un citostato 
inoculado con M1046 y medios YMX a 40 ºC. M1080 creció con una tasa de crecimiento específico de 0,22 h-1 en 
YMX a 40 ºC. M1105 se aisló de M1080 basándose en la selección del citostato utilizando medio YPD2X10+acetato 20
(glucosa 2 g/l, xilosa 10 g/l, acetato 8 g/l, pH 5,4) a 39 ºC.

M1105 creció 10-20 % más rápido que M0509 en medio rico a 35 ºC. Además, M1105 tenía una tolerancia al acetato 
aumentada ya que la cepa podía crecer más rápidamente que sus cepas ancestrales en presencia de acetato. 
Figura 21. Aunque las cepas precursoras requirieron glucosa para la tolerancia a acetato a altas temperaturas, 25
M1105 no requirió glucosa o componentes de medio complejo para crecer en presencia de acetato 7 g/l a pH 5,4.

Para ensayar el comportamiento de fermentación, M1105 se inoculó a aproximadamente 0,7 g/l DCW en MS419 al 
18 % utilizando Zoomerasa/g de materia prima 3,8 mg a 40 ºC. M1105 produjo etanol 3,55 % (p/v) a las 168 horas. 
La evolución se presenta en la Figura 22 junto con un proceso similar realizado con M1088 (descrito más adelante) 30
para comparación. Un proceso similar utilizando solo 0,15 g/l DCW para inóculo dio como resultado etanol 2,9 % 
(p/v) y alguna acumulación de azúcar durante el experimento. Figura 23.

Ejemplo 14: Adaptación de una cepa termotolerante, fuerte, que utiliza xilosa
35

M1254 puede realizar fermentación a temperaturas por encima de 40 ºC en presencia de 12 g/l de acetato, 
mostrando una fuerza aumentada con respecto a la cepa termotolerante M1105.

M1254 se aisló después de tres rondas de selección/adaptación en un citostato como se indica en la Tabla 11 y en 
la Figura 42 y como se describe a continuación. El primer proceso en citostato se inoculó con M1105. Se utilizó 40
medio YMX (base de nitrógeno de levadura sin aminoácidos, 20 g/l de xilosa) más 8 g/l de acetatose a pH 5,5 y a 
40 ºC. M1155 se aisló de este primer proceso en citostato y se utilizó para inocular un segundo citostato que 
contenía medio YPD (extracto de levadura, peptona, 20 g/l de glucosa) más 12 g/l de acetato, a pH 5,4 y a 41 ºC. 
M1202 se aisló de este segundo proceso de citostato. M1254 se aisló de un tercer proceso de citostato inoculado 
tanto con M1155 como con M1202 en medio de base de nitrógeno de levadura sin aminoácidos + hidrolizado de 45
MS419 equivalente a 5 % de sólidos, a pH 4,8, a 39 ºC.

Tabla 11: Condiciones progresivas para generar M1254 a partir de M1105.

Cepa(s) precursora(s) Condición progresiva Nueva Cepa

M1105 Xilosa mínima + acetato 8 g/l, pH 5,5, 40 ºC M1155

M1155 Complejo de Glucosa + acetato 12 p/l, pH 5,4, 41 ºC M1202

M1155+M1202 Hidrolizado de MS419 equivalente a 5 % de sólidos +base de 
nitrógeno de levadura sin aminoácidos, pH 4,8, 39 ºC

M1254

50
M1254 crece 7,3 ± 0,9 % más rápido que M1202 y 17 ± 2,0 % más rápido que M1155 en hidrolizado de MS419 
equivalente a 5 % de sólidos que es la condición en la que se seleccionó la cepa M1254 Sin embargo, el medio de 
fermentación convencional limita el comportamiento de la fermentación. Por consiguiente, el uso de esta cepa sería 
con concentraciones de amonio más bajas, tales como fosfato diamónico (DAP) 1,1 g/l o inferior a DAP 3 g/l. La 
Figura 24 demuestra la tasa de fermentación más alta utilizando la concentración de DAP más baja. Las 55
fermentaciones se realizaron utilizando MS149 al 18 %, celulasa externa 4 mg/g TS, 40 ºC, inoculación de M1254
0,5 g/l DCW y pH 5,4. El pH se controló utilizando hidróxido de potasio 5 M, y con cada suministro de sólidos se 
proporcionaba carbonato de magnesio 1 g/l. Todas las enzimas se cargaron de frente, mientras que los sólidos se 
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suministraron a cinco momentos (0, 3, 6, 24 y 48 horas) en suministros del mismo tamaño de TS al 3,6 %.

MO1360 se creó a partir de M1254 utilizando las condiciones progresivas descritas en la Tabla 12 siguiente.

Tabla 12: Condiciones para generar M1360 a partir de M1254.5

Cepa(s) precursora(s) Condición progresiva Nueva Cepa

M1254 Complejo con bajo contenido de xilosa + acetato 8 g/l, pH 5,4, 40 ºC M1339

M1339 Complejo de xilosa + mezcla de inhibidor sintético (incluyendo acetato 
8 g/l), pH 5,4, 40 ºC

M1360

M1360, aunque aun sustancialmente inhibida por la mezcla de inhibidor sintético, crecía a 40 ºC con un tiempo de 
generación de aproximadamente 5 horas. Figura 25. En un medio industrialmente relevante, M1360 puede generar 
más de 60 g/l de etanol a partir de glucosa junto con 5 g/l de peso seco de células en 48 horas a 40 ºC comenzando 10
solo con 60 mg/l de peso seco de células. Figura 26.

Se sabe que la actividad enzimática aumenta a medida que aumenta la temperatura, y por eso es deseable tener 
cepas de S. cerevisiae termotolerantes. La Figura 27 muestra tres SFS equivalentes con sólidos de madera dura 
pretratada, PHW, cargados al 18 %. Las reacciones realizadas a 40 ºC muestran aproximadamente un 17 % más de 15
etanol producido en comparación con la reacción de control realizada a 35 ºC, cuando ambas reacciones se 
realizaron a la misma carga enzimática externa (4 mg/g). Este comportamiento aumentado representa un ahorro 
sustancial del proceso.

Ejemplo 15: expresión de celulasas en una cepa fuerte que utiliza xilosa20

M1088 puede secretar tres enzimas celulolíticas distintas: β glucosidasa de S. fibuligera (BGLSf), celobiohidrolasa 
2b de C. lucknowense (CBH2b C1) y celobiohidrolasa I de T. emersonii fusionada al dominio de unión de celulosa de 
celobiohidrolasa I de T. reesei (CBH1Te + CBDCBH1Tr). El genoma de M1088 también contiene genes que 
codifican polipéptidos que pueden proporcionar resistencia a los siguientes antibióticos: kanamicina, nourseotricina e 25
higromicina B. El plásmido pMU624, que también está presente en M1088, contiene un gen que codifica un 
polipéptido que puede proporcionar resistencia a ampicilina. Las etapas que se utilizaron para generar M1088 y 
M0963 a partir de M0509 se resumen en la Tabla 13 siguiente.

Tabla 13: cepas utilizadas para generar las cepas M1088 y M096330

Cepa Genotipo Precursor Descripción

M0509 gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1+/loxP-PTPI-RPE1 
TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA PADH1-
XKS::delta

M0539 URA-3/ura-3::kanMX gre3::loxP/gre3::loxP 
TAL1+/1oxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 
RPE1+/loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL 
delta::PTPI-xylA PADH1-XKS::delta

M0509 Una sola copia del gen URA-3 genómico 
se delecionó y se reemplazó con un 
casete kanMX. El casete genico KanMX 
proporciona resistencia a kanamicina (un 
antibiótico aminoglucósido).

M0544 ura-3::kanMX/ura-3::kanMX gre3::loxP/gre3::loxP 
TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 
RPE1+/loxP-PTPI-RPE1

M0539 La segunda copia del gen URA-3 
genómico se delecionó y se reemplazó 
con un casete kanMX.

TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA PADH1-
XKS::delta

M0749 ura-3::kanMX/ura-3::kanMX gre3::loxPIgre3::loxP 
TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-RK11 
RPE1 +loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL 
delta::PTPI-xylA PADH1-XKS::delta 
(pMU782)fur1::nat

M0544 Una sola copia del gen FUR-1 genómico 
se delecionó y reemplazó con un casete 
nat1 de Streptomyces noursei. El casete 
del gen nat1 proporciona resistencia al 
antibiótico nourseotricina/clonNAT (un 
antibiótico aminoglucósido).

M0867 FUR-1/fur-1::nat ura-3::kanMX/ura-3::kanMX 
gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 
TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA PADH1-
XKS::delta (pMU782)fur1::nat; [pMU624]

M0749 El plásmido pMU624 se transformó en la 
cepa. pMU624 puede replicarse en S. 
cerevisiae (ori 2 micrómetros y URA-3) y 
E. coli (ori pBMR y gen de resistencia a 
ampicilina: antibiótico beta lactámico). 
pMU624 también lleva el gen CBH1 de 
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Cepa Genotipo Precursor Descripción

T.emersonii+CBDCBH1Tr regulado por el 
promotor y terminador ENO1.

M0759 fur-1::hyg/fur-1::nat ura-3::kanMX/ura-3::kanMX 
gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-
TAL1RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1+/loxP-PTPI-
RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA 
PADH1-XKS::delta (pMU782) fur1::nat; [pMU624]; 
(pMU1037) fur1::hyg

M0867 La segunda copia del gen FUR-1 
genómico se delecionó y se reemplazó 
con un casete hygMX. El casete del gen 
hygMX codifica una higromicina B 
fosfotransferasa que confiere resistencia 
a higromicina B (un antibiótico 
aminoglucósido).

M1088 fur-1::hyg/fur-1::nat ura-3::kanMX/ura-3::kanMX 
gre3::loxPIgre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 
TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA PADH1-
XKS::delta [pMU624] (pMU1260) delta::PGKprom-
SfBGL-PGKterm, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-
ENO1term (pMU1169) delta::PGKprom-SfBGL-
PGKterm, ENO1prom-ClCBH2-ENO1term

M0759 Dos casetes de integración distintos se 
transformaron en la cepa y se integraron 
múltiples copias en el genoma en el sitio 
delta. Un casete contenía los genes 
celulolíticos BGL de S. fibuligeria y 
CBH2b de C. lucknowense. El otro 
casete contenía los genes celulolíticos 
BGL de S. fibuligeria y CBH1 quimérica
de T. emersonii.

M0963 fur-1::hyg/fur-1::nat ura-3::kanMX/ura-3::kanMX 
gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 
RKI1+/loxP-PTPI-RKI1 RPE1+/loxP-PTPI-RPE1 
TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI-xylA PADH1-
XKS::delta

M0759 El ADN lineal de los 4 plásmidos 
mostrados se transformó en M0759. 24 
de las colonias resultantes se cultivaron 
después en pases durante una semana 
en medio YPD que contenían zeocina a 
bajo nivel (50 ug/ml) y se sometió a 
ensayo. La cepa resultante M0963 fue la 
mejor de las

(pMU782) fur1::nat; [pMU624]; (pMU1037) 
fur1::hyg; (pMU755) delta::ZeoMX, ENO1prom-
TeCBH1w/TrCBD-ENO1term; (pMU809) 
delta::ZeoMX, ENO1prom-C1CBH2b-ENO1term; 
(pMU663) delta::ZeoMX, ENO1prom-CfEG-
ENO1term; (pMU864) delta::ZeoMX, ENO1prom-
SfBGL-ENO1term

encontradas en el ensayo con avicel.

Ejemplo 16: selección de una endogluconasa para la expresión en una cepa fuerte que utiliza xilosa

Las endoglucanasas aumentan la actividad de las celobiohidrolasas, y por lo tanto, se investigó la capacidad de 
endoglucanasas de 5 familias para complementar la CBH1 y CBH2 previamente identificadas. Se seleccionaron 5
cinco endoglucanas de cinco familias y se clonaron y clonaron bajo el control del promotor/terminador ENO1 
utilizando el plásmido de expresión pRDH122 como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: endoglucanasas de 5 familias expresadas en S. cerevisiae.
10

Organismo y gen: Domino del 
Módulo de Unión 
a Celulosa, MUC:

Plásmido de 
expresión:

Tamaño teórico de la 
enzima Da*

Aspergillus kawachii egA MUC1 C terminal pRDH145 55034,58

Heterodera schachtii eng1 MUC2 C terminal pRDH146 43739,46

Hypocrea jecorina (anamorfo: Trichoderma 
reesei) eg2

MUC1 N terminal pRDH147 44226,91

Orpinomyces sp.PC-2 celB MUC10 2x C 
terminal

pRDH148 53103,40

Irpex lacteus en1 MUC1 N terminal pRDH149 42357,15

Todos los plásmidos que expresaban las 5 nuevas celulasas de tipo EG2 se transformaron en Y294 (una cepa de 
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laboratorio) y en M0749 (una cepa fuerte que utiliza xilosa; descrita anteriormente) y los transformantes se 
confirmaron por PCR. La Figura 28 muestra diversas de las cepas M0749 que se aplicaron en placas con SC-URA

que contenían 0,2 % de cualquera de CMC o liquenina o β-glucano de cebada. Como puede observarse en la figura 
28, la cepa de referencia M0749 produjo pequeñas zonas en las placas que contenían CMC. Las dos cepas basadas 
en pMU471 (EG de Coptotermes formosanus) y en pRDH147, produjeron zonas aclaradas muy buenas en todos los 5
sustratos ensayados.

Junto con la cepa de referencia y una cepa que expresaba la EG de Coptotermes formosanus (pMU471), las cinco 
cepas que expresaban eg2 se ensayaron con respecto a la hidrólisis en avicel y en PASC mientras que las cepas 
que expresaban cbh2 se ensayaron con respecto a la actividad en avicel. Las cepas se cultivaron en medio SC-URA10
de doble fuerza (YNB 3,4 g/l; grupo con pérdida de aminoácidos 3 g/l sin uracilo; sulfato de amonio 10 g/l, glucosa 
20 g/l) que se tamponó a un pH de 6 (ácido succínico 20 g/l, NaOH 12 g/l, pH ajustado a 6 con NaOH). Durante 3 
días crecieron cultivos en matraces Erlenmeyer de 125 ml a 30 ºC. Se inocularon tres matraces de cada cepa. 
Después de la incubación, se extrajeron muestras para realizar análisis en gel y medir la actividad. Después de la 
centrifugación de las muestras, se extrajeron 12 μl de cada una de ellas, se añadieron a 5 μl de tampón de carga de 15
proteína y se hirvieron durante 5 minutos. A continuación las muestras se cargaron en un SDS-PAGE al 10 % y se 
separaron, seguido por tinción de plata. Los resultados se muestran en la Figura 29. No todas las cepas produjeron 
bandas visibles en el intervalo de tamaño esperado. La EG de C.f. apareció como una banda de aproximadamente 
55 kDa como anteriormente se observa pero la banda producida por M0749 parecía ser ligeramente más grande que 
la producida por Y294. No se observaron bandas para los productos de engl de H. schachtii, celB de Orpinomyces o 20
en1 de L. lacteus. La EG2 de H. jecorina producida por Y294 y M0749 fue visible como bandas de ~57 kDa. El 
aumento de peso comparado con el tamaño previsto de 44 kDa puede representar hiperglicosilación. La EGA de A. 
kawachii producida por Y294 fue visible como una banda de ~42 kDa. Sin embargo, la EGA de A. kawachii
producida por M0749 fue claramente visible como una banda de ~120 kDa. El peso extra puede significar 
hiperglucosilación.25

Todas las cepas se ensayaron con respecto a su actividad utilizando el método de conversión de avicel de alto 
rendimiento como se ha descrito anteriormente. Las cepas que expresaban endoglucanasas también se ensayaron 
con respecto a su actividad en PASC. El DNS utilizado para el procedimiento del ensayo, contenía fenol que, de 
acuerdo con la bibliografía, produce mayor sensibilidad. En la Figura 30 pueden observarse datos de actividad.30

La cepa M0749, que expresaba la eg2 de H.j. (pRDH147), produjo los niveles más altos de actividad secretada 
medidos en PASC o avicel de las EG2 sometidas a ensayo. La actividad de esta enzima fue mayor en PASC y en 
avicel que la EG de C.f. (pMU471). La EGA de A.k. sintética (pRDH145) también produjo actividad apreciable en 
ambos sustratos. Parece que este producto ha sido producido a niveles más altos en M0749 que en Y294 y rindieron35
mayor actividad que la EG de C.f. en avicel y PASC cuando se producía en esta cepa.

Ejemplo 17: expresión de una endogluconasa en levadura fuerte que utiliza xilosa

Se crearon varias cepas para ensayar el impacto de la coexpresión de EG2Tr con las CBH en un fondo de cepa 40
fuerte que utilizaba xilosa. M1088 se transformó con una construcción para integrar la EG2 Tr en el locus de ADNr 
utilizando el gen Sh-ble como marcador (pMU1409). Se realizó una transformación similar, pero integrando la CBH1
de Te con el CBD de Tr para aumentar el número de copias de ese gen. Se cultivaron 43 transformantes de ambas 
transformaciones junto con cultivos M1088 por duplicado en YPD que contenía zeocina 20 ug/ml y se realizó el 
ensayo con avicel. La Figura 31 muestra los resultados de estos ensayos. Los datos muestran que una gran 45
proporción de cepas transformadas con la construcción EG2Tr tenían una capacidad de conversión de avicel 
significativamente aumentada, mientras que los transformantes con copias adicionales de CBH1Te con CBDTr solo 
tenían mejoras insignificantes en hidrólisis con avicel.

De las cepas ensayadas, se seleccionaron los 9 candidatos superiores y resembraron en estrías para obtener 50
colonias individuales. Estas colonias individuales se cultivaron después en YPD con 2 transferencias que 
correspondían a un total de 18 generaciones. La transferencia final (los datos de los pases se observan en la Figura 
32) se comparó con el primer cultivo en YPD (los datos originales se observan en la Figura 32). Los datos confirman 
que había un aumento de ~50 % en cuanto a la capacidad del sobrenadante de levadura para convertir avicel 
cuando se sobreexpresaba la EG2 de Tr.55

Además, la cepa M1403, que contenía los genes heterólogos que codifican la BGL de S. fibuligera (BGLSf), la 
celobiohidrolasa 2b de C. lucknowense (CBH2BC1), la celobiohidrolasa I de T. emersonii fusionada con el dominio 
de unión a celulosa de la celobiohidrolasa I de T. reesei (CBH1Te + CBDCBH1Tr) y la eng1 de Heterodera schachtii, 
se produjo en el fondo M1254. La cepa M1284, que contenía los genes heterólogos que codifican las mismas cuatro 60
celulasas, se produjo en el fondo M0509. Las cepas M1284 y M1403 se describen con más detalle en la Tabla 15.
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Tabla 15: cepas de levaduras que expresan endogluconasa.
Cepa Genotipo Precursor Descripción

M1403 (pMU1339) delta::MET3prom-SfBGL-PGKterm, ENO1prom-
TeCBH1+TrCBD-ENO1term (pMU1260) delta::PGKprom-
SfBGL-PGKterm, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENO1term 
(pMU1169) delta::PGKprom-SfBGL-PGKterm, ENO1prom-
ClCBH2-ENO1term (pMU1409) rDNA::ZeoMX, EN01prom-
HjEG2-ENO1term

M1254 Casetes de ADN lineales 
creados por digestiones de 
restricción de plásmidos se 
integraron en múltiples copias 
en el genoma en los sitios 
Ty1 delta y en sitios de ADNr.

M0991 gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-
RKI1 RPE1 +/loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL 
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS LEU2/leu2D::hph

M0509 Una sola copia del gen LEU-2 
genómico se delecionó y se 
reemplazó con un casete 
hygMX.

M0992 gre3::IoxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-
PTPI-RK11 RPE1 +loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL 
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS leu2D::hph/ leu2D::nat

M0991 La segunda copia del gen 
LEU-2 genómico se delecionó 
y reemplazó con un casete 
nat1 de Streptomyces 
noursei.

M1162 gre3::loxP/gre3::loxP TAL1+/loxP-PTPI-TAL1 RKI1+/loxP-PTPI-
RKI1 RPE1+loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL delta::PTPI 
xylA PTPI-XKS leu2D::hph/ leu2D::nat (pMU1379) delta::leu2-
19, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENOl term

M0992 Un casete de ADN lineal 
creado por digestiones de 
restricción del plásmido 
pMU1379 se integró en 
múltiples copias en el 
genoma en los sitios Ty1
delta.

M1284 gre3::loxP/gre3::loxP TALI+/loxP-PTPI-TAL1 RKl1+/loxP-PTPI-
RKI1 RPE1+loxP-PTPI-RPE1 TKL+/loxP-PTPI-TKL 
delta::PTPI-xylA PTPI-XKS leu2D::hph/ leu2D::nat (pMU1379) 
delta::leu2-19, ENO1prom-TeCBH+TrCBD-ENO1term 
(pMU1169) delta::PGKprom-SfBGL-PGKterm, ENO1prom-
ClCBH2-ENO1term (pMU1409)rDNA::ZeoMX, ENO1prom-
HjEG2-ENO1term

M1162 Casetes de ADN lineales 
creados por digestiones de 
restricción de los plásmidos 
pMLT1169 y pMU1409 se 
integraron en múltiples copias 
en el genoma en los sitios 
Ty1 delta y en sitios de ADNr.

Ejemplo 18: Conversión de sustratos lignocelulósicos mediante cepas de levadura CBP

La expresión de celulasas en levaduras, particularmente CBH1 (CBH1 de T. emersonii con el CBD de T. reesei5
unido), CBH2 (CBH2b de C. lucknowense), EG2 (EG2 de T. reesei) y BGL (BGL de S. fibuligera) reduce 
drásticamente la necesidad de añadir externamente enzimas durante la conversión enzimática de lignocelulosa a 
etanol. Para ensayar el efecto de sobreexpresión de estas enzimas, se construyeron diversas cepas y se ensayaron 
en diversos sustratos.

10
La Figura 33 presenta datos de una fermentación con BPC (bioprocesamiento consolidado) en lodo de papel 
mediante una cepa hospedadora de S. cerevisiae termotolerante modificada por ingeniería genética (cepa 
precursora M1254, derivado celulolítico M1403). Los datos para M1254 en solitario demuestran que se requiere la 
adición de celulasa (es decir, zoomerasa) para la producción de etanol a partir de lodo de papel. Los datos para 
M1430 donde no se añadía celulasa externa (cuadrados color naranja), demuestran que esta cepa puede convertir 15
una fracción sustancial (~80 %) del sustrato “convertible” debido a sus celulasas expresadas. Las fermentaciones 
con celulasa externa adicional añadida a la cepa M1403, demuestran el extremo potencial de conversión enzimática 
para el sustrato de lodo de papel. Inspecciones visuales demuestran que la cepa sin BPC no pudo licuar el sustrato, 
mientras que sí podía la cepa con BPC.

20
Además, la cepa M1179 con BPC, que expresaba CBH1, CBH2, EG2 y BGL, podía convertir lodo de papel a un 
mayor grado sin enzima celulasa añadida. Figura 34. En esta reacción, la cepa de control M0509, fabricó solamente 
una pequeña cantidad de etanol durante esta reacción. Los datos también muestran que M1179 puede convertir este 
material cuando se carga a una densidad celular más baja (1 g/l) a diferencia de cuando se carga una densidad 
celular más alta (10 g/l) utilizada en otras reacciones. Esto implica que la cepa puede cultivarse y producir celulasa 25
durante los experimentos de fermentación.

La madera dura pretratada (PHW) también puede convertirse por cepas mediante BPC. La Figura 35 muestra el 
efecto del uso de una cepa que expresa celulasa (M0963) en comparación con una cepa de control que no expresa 
celulasa (M0509) durante la fermentación de PHW. La comparación demuestra que la cepa con BPC puede obtener 30
la misma producción de etanol a partir de PHW cuando solamente se cargan 2 mg/g de enzima externa en 
comparación con cuando se cargan 4 mg/g de M0509 en el proceso. Esta doble reducción en cuanto a la necesidad 
de enzima externa representa un gran potencial de reducción de costes en el proceso.

Las cepas de BPC pueden producir también altas cantidades de etanol a partir de PHW. La Figura 36 muestra que 35
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una fermentación de sólidos lavados al 30 % puede generar cantidades de etanol de hasta aproximadamente 70 g/l 
con carga mínima externa de enzima de 4 mg/g y un inóculo celular relativamente bajo (2 g/l). La capacidad del
cultivo de densidad celular baja para alcanzar eventualmente y pasar el cultivo de densidad celular alta indica que la 
cepa crece y continúa elaborando enzima durante la fermentación.

5
Además de la PHW, el forraje de maíz se ha implicado como un buen sustrato para la conversión a etanol mediante 
una sacarificación enzimática. La Figura 37 demuestra que el forraje de maíz pretratado puede convertirse bien 
mediante cepas de levadura con BPC. En este experimento, la cepa con BPC pudo convertir aproximadamente el 
82 % de lo que podía convertirse con una carga enzimática alta (15 FPU, o aproximadamente 20 mg/g). La cepa sin 
BPC fabricó aproximadamente 60 % de etanol en comparación con lo que pudo conseguir la cepa con CBP. 10

Ejemplo 19: comparación de celulasas CBH1

Para proporcionar datos adicionales sobre los niveles de expresión de diferentes enzimas CBH1, se cultivaron cepas 
seleccionadas en medio YPD y se ensayaron las actividades en MULac y Avicel. Se estudiaron los dos 15
transformantes Y294 y M0749 y los resultados se muestran en la Figura 38.

Adicionalmente la invención se describe más adelante en las reivindicaciones.
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<211> 1590
<212> ADN
<213> Humicola grisea

<400> 15

<210> 2
<211> 138310
<212> ADN
<213> Thermoascus aurantiacus
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<400> 2

<210> 35
<211> 1380
<212> ADN
<213> Talaromyces emersonii

<400> 310
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93

<210> 4
<211> 1392
<212> ADN5
<213> Talaromyces emersonii

<400> 4
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94

<210> 5
<211> 1449
<212> ADN5
<213> Chrysosporium lucknowense

<400> 5
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<210> 6
<211> 1551
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cbh1 de T.emersonni con CBD

10
<400> 6
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<210> 7
<211> 1608
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 7
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<210> 8
<211> 1479
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 8
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<210> 9
<211> 1618
<212> ADN5
<213> Chaetomium thermophilum

<400> 9
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<210> 10
<211> 969
<212> ADN5
<213> Coptotermes lacteus

<400> 10
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<210> 11
<211> 13565
<212> ADN
<213> Coptotermes formosanus

<400> 11
10
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<210> 12
<211> 1356
<212> ADN5
<213> Nasutitermes takasagoensis

<400> 12
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<210> 13
<211> 1356
<212> ADN5
<213> Coptotermes acinaciformis

<400> 13
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<210> 14
<211> 1356
<212> ADN5
<213> Mastotermes darwinensis

<400> 14
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<210> 15
<211> 1356
<212> ADN5
<213> Nasutitermes walkeri

<400> 15
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<210> 16
<211> 1356
<212> ADN5
<213> Reticulitermes speratus

<400> 16
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<210> 17
<211> 1227
<212> ADN5
<213> Neosartorya fischeri

<400> 17
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<210> 18
<211> 915
<212> ADN5
<213> Reticulitermes flavipes

<400> 18
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<210> 19
<211> 1428
<212> ADN5
<213> Trichoderma reesei

<400> 19
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<210> 20
<211> 2688
<212> ADN5
<213> Saccharomycopsis fibuligera

<400> 20
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<210> 21
<211> 525
<212> PRT5
<213> Humicola grisea

<400> 21

10
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<210> 22
<211> 456
<212> PRT5
<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 22

10
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<210> 23
<211> 455
<212> PRT5
<213> Talaromyces emersonii

<400> 23

10
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<210> 24
<211> 459
<212> PRT5
<213> Talaromyces emersonii

<400> 24
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<210> 25
<211> 482
<212> PRT5
<213> Chrysosporium lucknowense

<400> 25

10
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<210> 26
<211> 516
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cbh1 de T.emersonni con CBD

10
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<210> 27
<211> 535
<212> PRT5
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<213> Trichoderma reesei

<400> 27
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<210> 28
<211> 4715
<212> PRT
<213> Trichoderma reesei

<400> 28
10
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<210> 29
<211> 532
<212> PRT5
<213> Chaetomium thermophilum

<400> 29

10
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<210> 30
<211> 322
<212> PRT5
<213> Coptotermes lacteus

<400> 30
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<210> 31
<211> 451
<212> PRT5
<213> Coptotermes formosanus
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<400> 31
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<210> 32
<211> 451
<212> PRT5
<213> Nasutitermes takasagoensis
<400> 32
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<210> 33
<211> 451
<212> PRT5
<213> Coptotermes acinaciformis

<400> 33

10
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<210> 34
<211> 451
<212> PRT5
<213> Mastotermes darwinensis

<400> 34

10
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<210> 35
<211> 451
<212> PRT5
<213> Nasutitermes walkeri

<400> 35
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<210> 36
<211> 451
<212> PRT5
<213> Reticulitermes speratus

<400> 36

10
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<210> 37
<211> 408
<212> PRT5
<213> Neosartorya fischeri

<400> 37

10
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<210> 38
<211> 304
<212> PRT5
<213> Reticulitermes flavipes

<400> 38

10
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<210> 39
<211> 475
<212> PRT5
<213> Trichoderma reesei

<400> 39

10
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<210> 40
<211> 896
<212> PRT5
<213> Saccharomycopsis fibuligera

<400> 40
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<210> 41
<211> 144
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fusion con enlazador flexible

10
<400> 41

<210> 4215
<211> 117
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> fusion con enlazador flexible

<400> 42

25

<210> 43
<211> 455
<212> PRT
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> secuencia consenso de CBH1

<400> 4335
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<210> 44
<211> 1368
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> secuencia consenso de CBH1 con codones optimizados

<400> 44

5

<210> 45
<211> 1572
<212> ADN
<213> Acremonium thermophilum10

<400> 45
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<210> 46
<211> 523
<212> PRT5
<213> Acremonium thermophilum

<400> 46
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<210> 47
<211> 1586
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<212> ADN
<213> Aspergillus kawachii

<400> 47
5

<210> 48
<211> 1280
<212> ADN10
<213> Heterodera schachtii

<400> 48
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<210> 49
<211> 1277
<212> ADN5
<213> Hypocrea jecorina

<400> 49
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<210> 50
<211> 1436
<212> ADN5
<213> Orpinomyces sp.

<400> 50
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<210> 51
<211> 1220
<212> ADN5
<213> Irpex lacteus

<400> 51
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<210> 52
<211> 521
<212> PRT5
<213> Aspergillus kawachii

<400> 52
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<210> 53
<211> 419
<212> PRT5
<213> Heterodera schachtii

<400> 53

10
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<210> 54
<211> 418
<212> PRT5
<213> Hypocrea jecorina

<400> 54
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<210> 55
<211> 471
<212> PRT
<213> Orpinomyces sp.5

<400> 55
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<210> 56
<211> 399
<212> PRT
<213> Irpex lacteus5

<400> 56
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<210> 57
<211> 42
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia enlazadora flexible

10
<400> 57
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<210> 58
<211> 37
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia enlazadora flexible

10
<400> 58
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora de levadura termotolerante transformada que comprende:

(a) al menos un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una endoglucanasa;5
(b) al menos un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una ß-glucosidasa;
(c) al menos un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I; y 
(d) al menos un polinucleótido heterólogo que comprende un ácido nucleico que codifica una celobiohidrolasa II;

en la que la célula hospedadora de levadura puede producir etanol cuando se cultiva utilizando celulosa como una 10
fuente de carbono.

2. La célula hospedadora de la reivindicación 1, en la que la celulosa es celulosa cristalina, celulosa hinchada con 
ácido fosfórico, celulosa microcristalina, lodo de papel o forraje de maíz.

15
3. La célula hospedadora de la reivindicación 1 o reivindicación 2, en la que la ß-glucosidasa es una ß-glucosidasa
de Saccharomycopsis fibuligera, la celobiohidrolasa I es un celobiohidrolasa I de Talaromyces emersonii y la 
celobiohidrolasa II es una celobiohidrolasa II de Chrysosporium lucknowense.

4. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que al menos una de, endoglucanasa, 20
ß-glucosidasa, celobiohidrolasa I y celobiohidrolasa II es secretada por la célula.

5. La célula hospedadora de la reivindicación 1, que adicionalmente comprende un polinucleótido heterólogo que 
comprende un ácido nucleico que codifica una segunda endoglucanasa.

25
6. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula hospedadora es una 
célula de Saccharomyces cerevisiae.

7. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula hospedadora es una 
célula de Kluveromyces.30

8. La célula hospedadora de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la célula hospedadora termotolerante 
puede producir etanol a partir de celulosa a temperaturas por encima de aproximadamente 35 ºC, por encima de 
aproximadamente 37 ºC, por encima de aproximadamente 40 ºC, por encima de aproximadamente 45 ºC o por 
encima de aproximadamente 50 ºC.35

9. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, o 4-8, en la que la endoglucanasa, la β-
glucosidasa o la celobiohidrolasa es una endoglucanasa, β-glucosidasa o celobiohidrolasa de H. grisea, T. 
aurantiacus, T. emersonii, T. reesei, C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, 
N. walkeri, S. fibuligera, C. luckowense R. speratus, Thermobfida fusca, Clostridum thermocellum, Clostridium 40
cellulolyticum, Clostridum josui, Bacillus pumilis, Cellulomonas fimi, Saccharophagus degradans, Piromyces equii, 
Neocallimastix patricarum, Aspergillus kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp., Irpex lacteus, 
Acremonium thermophilum, Neosartorya fischeri, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus terreus, Neurospora Crassa, R. flavipes o de Arabidopsis thaliana.

45
10. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que dicha celobiohidrolasa I está 
fusionada a un módulo de unión a celulosa (MUC).

11. La célula hospedadora de la reivindicación 10, en la que el MUC es el MUC de la Cbh1 de Trichoderma reesei o 
de la Cbh1 de Humicola grisea.50

12. La célula hospedadora de la reivindicación 1, en la que dicha endoglucanasa es una endoglucanasa de T. reesei, 
C. lacteus, C. formosanus, N. takasagoensis, C. acinaciformis, M. darwinensis, N. walkeri, R. speratus, Aspergillus 
kawachii, Heterodera schachtii, H. jecorina, Orpinomyces sp. o de Irpex lacteus.

55
13. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que la célula hospedadora es una 
célula hospedadora que utiliza xilosa.

14. Un cocultivo que comprende al menos dos células hospedadoras de levadura en el que:
60

(a) al menos una de las células hospedadoras comprende un primer polinucleótido heterólogo que comprende un 
ácido nucleico que codifica una celulasa que es una endoglucanasa.
(b) al menos una de las células hospedadoras comprende un segundo polinucleótido heterólogo que comprende 
un ácido nucleico que codifica una celulasa que es una β-glucosidasa;
(c) al menos una de las células hospedadoras comprende un tercer polinucleótido heterólogo que comprende un 65
ácido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa I;
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(d) al menos una de las células hospedadoras comprende un cuarto polinucleótido heterólogo que comprende un 
ácido nucleico que codifica una celulasa que es una celobiohidrolasa II;

en el que el primer polinucleótido, el segundo polinucleótido, el tercer polinucleótido y el cuarto polinucleótido no 
están en la misma célula hospedadora; y en el que el cocultivo produce etanol a partir de celulosa.5

15. El cocultivo de la reivindicación 14, en el que al menos una de las células hospedadoras es una célula 
hospedadora termotolerante.

16. El cocultivo de la reivindicación 14 o de la reivindicación 15, en el que dicho polinucleótido que comprende un 10
ácido nucleico que codifica una celobiohidrolasa I o II, codifica una proteína de fusión que comprende una 
celobiohidrolasa I o II y un módulo de unión a la celulosa (MUC). 

17. El cocultivo de la reivindicación 16, en el que el MUC es el MUC de la Cbh1 de Trichoderma reesei o de la Cbh1
de Humicola grisea.15

18. El cocultivo de una cualquiera de las reivindicaciones 14-17, en el que:

(a) dicha β-glucosidasa es una β-glucosidasa I de S. fibuligera;
(b) dicha celobiohidrolasa I es una celobiohidrolasa I de T. emersonii; y20
(c) dicha celobiohidrolasa II es una celobiohidrolasa II de C. lucknowense.

19. El cocultivo de cualquiera de las reivindicaciones 14-18, en el que al menos una célula hospedadora es una 
célula hospedadora que utiliza xilosa.

25
20. La célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que todas las celulasas se secretan.

21. La célula hospedadora de la reivindicación 13, en la que la célula hospedadora que utiliza la xilosa expresa de 
manera heteróloga XilA en Piromyces sp. E2, sobreexpresa xiluloquinasa, ribulosa 5-fosfato isomerasa, ribulosa 5-
fosfato epimerasa, transcetolasa, transaldolasa y no expresa el gen GRE3 que codifica la aldosa reductasa.30

22. Un método para i) hidrolizar un sustrato celulósico, que comprende poner en contacto dicho sustrato celulósico 
con una célula hospedadora de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, o 20-21 o el cocultivo de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14-19.

35
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