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DESCRIPCIÓN

Producción de isoprenoides derivados de acetil-coenzima a

Esta solicitud reivindica los derechos de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.º 61/557.893, 5
presentada el 9 de noviembre de 2011.

1. Campo de la invención

La presente divulgación se refiere a composiciones y a métodos para producir isoprenoides derivados de acetil-CoA 10
en células hospedadoras modificadas por ingeniería genética.

2. Antecedentes

La acetil coenzima A (acetil-CoA) es un intermedio clave en la síntesis de compuestos biológicos esenciales, entre 15
los que se incluyen los poliquétidos, ácidos grasos, isoprenoides, fenólicos, alcaloides, vitaminas y aminoácidos. 
Entre los metabolitos derivados de la acetil-CoA se encuentran metabolitos primarios y secundarios, incluyendo 
compuestos de utilidad industrial. Los isoprenoides, por ejemplo, se usan en productos farmacéuticos y como 
biocombustibles, aditivos alimentarios y otros productos químicos especiales. Un producto isoprenoide típicamente 
se compone de cinco unidades de carbono isopentenil difosfato (IPP) repetidas, aunque se han notificado 20
isoprenoides irregulares y politerpenos. En la naturaleza, los isoprenoides se sintetizan por condensaciones 
consecutivas de su IPP precursor y su isómero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Se conocen dos rutas para estos 
precursores. Los procariotas, con algunas excepciones, típicamente emplean la ruta de desoxixilulosa-5-fosfato 
(DXP) para convertir piruvato y gliceraldehído 3-fosfato (G3P) en IPP y DMAPP. Los eucariotas, con la excepción de 
las plantas, generalmente usan la ruta dependiente de mevalonato (MEV) para convertir acetil-CoA en IPP, que 25
posteriormente se isomeriza a DMAPP.

El hongo unicelular Saccharomyces cerevisiae y sus parientes cercanos usan dos rutas endógenas para generar 
acetil-CoA. Una ruta tiene lugar en la matriz mitocondrial, donde el complejo PDH cataliza la descarboxilación 
oxidativa de piruvato, generado a partir de glucosa a través de la glicólisis, en acetil-CoA. El complejo PDH consiste 30
en 60 cadenas polipeptídicas - 24 cadenas de lipoamida reductasa-transacetilasa, 12 cadenas de dihidrolipil 
deshidrogenasa y 24 cadenas de piruvato descarboxilasa. Este complejo masivo convierte el piruvato en acetil-CoA, 
generando NADH como subproducto. La acetil-CoA resultante después puede oxidarse completamente a CO2 y H2O 
a través del ciclo de ácido cítrico para la generación de energía, o usarse para reacciones biosintéticas que se 
realizan en las mitocondrias.35

La acetil-CoA generada en la mitocondria no puede atravesar la membrana mitocondrial para pasar al citosol. De 
esta manera, para generar acetil-CoA citosólica, que se necesita para la biosíntesis de metabolitos primarios y 
secundarios importantes, S. cerevisiae usa un mecanismo independiente localizado en el citosol conocido como 
"bypass de PDH". Esta ruta multietapa cataliza: (1) la descarboxilación de piruvato en acetaldehído por la piruvato 40
descarboxilasa (PDC, EC 4.1.1.1); (2) la conversión de acetaldehído en acetato por acetaldehído deshidrogenasa 
(ACDH, EC 1.2.1.5 y EC 1.2.1.4), que reduce un NADP+ a un NADPH; y (3) la síntesis de acetil-CoA a partir de 
acetato y CoA por la acetil-CoA sintetasa (ACS, EC 6.2.1.1), que hidroliza 1 ATP a 1 AMP, el equivalente energético 
de la hidrólisis de 2 ATP a 2 ADP.

45
Como la naturaleza proporciona únicamente fuentes de bajo rendimiento para la extracción de muchas biomoléculas 
derivadas de acetil-CoA, la producción fermentativa usando microorganismos modificados genéticamente se ha 
convertido en una alternativa prometedora para su producción. Sin embargo, la utilización de la ruta de acetil-CoA 
nativa para la producción del intermedio de acetil-CoA tiene ciertas limitaciones. Por ejemplo, la producción de 
isoprenoides a través de la ruta de MEV nativa requiere tres moléculas de acetil-CoA y la oxidación de dos NADPH 50
para cada molécula de mevalonato generada, como se muestra en la FIG. 1. Aunque el bypass de PDH genera un 
NADPH por acetil-CoA producida, en el proceso se gastan dos equivalentes de ATP. De esta manera, aunque la 
generación de NADPH es beneficiosa con respecto a los requisitos de cofactores de la ruta de MEV nativa, el gasto 
de seis equivalentes de ATP por mevalonato generado da como resultado una reacción energéticamente ineficaz, ya 
que deben desviarse más fuentes de carbono a la síntesis de ATP, por ejemplo, a través del ciclo TCA y la 55
fosforilación oxidativa, a expensas del rendimiento del producto.

De esta manera, uno de los desafíos en el diseño de un hospedador de producción que produzca eficazmente 
compuestos derivados de acetil-CoA, es optimizar la producción de acetil-CoA de tal manera que se minimicen los 
requisitos de ATP, proporcionando al mismo tiempo el cofactor y los requisitos de la ruta biosintética. Las 60
composiciones y métodos proporcionados en el presente documento abordan esta necesidad y proporcionan 
también ventajas relacionadas.
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3. Sumario de la invención

La presente invención proporciona una célula de levadura modificada genéticamente capaz de producir un 
isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más enzimas 
de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato; y (b) un ácido nucleico heterólogo que 5
codifica una acetilaldehído deshidrogenasa de acilación (ADA). La referencia en el presente documento a una 
"célula hospedadora" de la invención es una célula de levadura.

En el presente documento se describen composiciones y métodos para la producción energéticamente eficaz y 
equilibrada con cofactor de isoprenoides derivados de acetil-CoA. Mediante la utilización de una acetaldehído 10
deshidrogenasa de acilación heteróloga (denominada como alternativa "acetaldehído deshidrogenasa, acetilación", 
"acetilaldehído deshidrogenasa, acilación", o "ADA" (EC 1.2.1.10)) como alternativa al bypass de PDH para la 
producción citosólica de acetil-CoA, se ahorran dos equivalentes de ATP por molécula de acetil-CoA producida. La 
ADA convierte el acetaldehído directamente en acetil-CoA sin gasto de ATP, y reduce un NAD+ a un NADH en el 
proceso.15

Aunque los ahorros de ATP obtenidos por el reemplazo del bypass de PDH con ADA pueden utilizarse para obtener 
mayores rendimientos de producto, hay posibles inconvenientes asociados con el uso de ADA en combinación con 
la ruta de mevalonato nativa. En primer lugar, la inactivación del bypass de PDH nativo elimina una fuente de 
NADPH, mientras que la reacción catalizada por ADA produce NADH. De esta manera, el reemplazo del bypass de 20
PDH con ADA, sin una modificación de la ruta adicional, introduce un desequilibrio redox en la síntesis de 
isoprenoides, que consume NADPH.

En segundo lugar, la ADA cataliza la siguiente reacción reversible:
25

acetaldehído + NAD+ + Coenzima A  acetil-CoA + NADH + H+

La reacción de bypass de PDN nativo para formar acetil-CoA es termodinámicamente favorable porque la reacción 
se acopla a la hidrólisis de ATP para dar AMP. Por el contrario, la reacción de ADA no se acopla a ATP, y está 
mucho más próxima al equilibrio que las reacciones de bypass de PDH nativas para formar acetil-CoA. De esta 30
manera, la reacción catalizada por ADA tiene una menor fuerza termodinámica impulsora tras la conversión de 
acetaldehído en acetil-CoA, y sin una modificación de la ruta adicional, no pueden obtenerse las ganancias de 
energía teóricas de la ADA.

Las composiciones y métodos descritos en el presente documento solucionan estos inconvenientes. En algunas 35
realizaciones, para tratar el desequilibrio redox introducido por el reemplazo del bypass de PDH con ADA, las células 
hospedadoras modificadas genéticamente utilizan además una enzima que usa NADH en la ruta de isoprenoides 
para consumir NADH generado por ADA. De esta manera, la reserva de NADH generado por la conversión mediada 
por ADA de acetaldehído en acetil-CoA puede utilizarse directamente hacia la síntesis de isoprenoides. En algunas 
realizaciones, la enzima que usa NADH es una enzima que no es nativa en la ruta de isoprenoides. Por ejemplo, la 40
enzima que usa NADH puede reemplazar a una enzima que usa NADPH que es nativa para la ruta de isoprenoides. 
En realizaciones particulares, la enzima que usa NADH es una 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa que usa 
NADH (HMG-CoA reductasa) que convierte HMG-CoA en mevalonato.

En algunas realizaciones, para solucionar la menor fuerza termodinámica impulsora tras la reacción de ADA, las 45
células hospedadoras modificadas genéticamente utilizan además, como primera etapa en la ruta de mevalonato, 
una reacción termodinámicamente favorable inmediatamente posterior a la acetil-CoA para proporcionar un impulso 
a la reacción de ADA. En algunas realizaciones, la formación de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA se cataliza 
por una acetoacetil-CoA sintasa (AACS; denominada, como alternativa, acetil-CoA:malonil CoA aciltransferasa). La 
reacción catalizada por AACS es termodinámicamente más favorable que la reacción catalizada por la acetil-CoA 50
tiolasa de la ruta de mevalonato nativa, debido a la hidrólisis de 1 ATP resultante de la generación de malonil-CoA 
por la acetil-CoA carboxilasa (FIG. 5). De esta manera, la AACS proporciona un impulso más fuerte sobre la acetil-
CoA para promover la reacción directa de ADA.

Las ventajas de utilizar una ADA heteróloga en combinación con estas modificaciones se ejemplifican por el mejor 55
rendimiento teórico del sesquiterpeno farneseno en células hospedadoras que comprenden una ruta de MEV. En la 
FIG. 1 y en la FIG 2 se ilustra la producción de isoprenoides a través de la ruta de mevalonato nativa. Como se 
indica en la FIG. 3, cuando se sintetiza acetil-CoA citosólica a partir de glucosa usando únicamente las reacciones 
químicas que se producen en la red metabólica de levadura nativa, el máximo rendimiento estequiométrico posible 
para la conversión de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato es del 23,6 % en peso, siendo 60
necesarias 4,77 moléculas de glucosa para la síntesis de cada molécula de farneseno. Se requieren 27 ATP por 
molécula de farneseno, de las que 18 se consumen en la síntesis de acetil-CoA citosólica a partir de acetaldehído a 
través del bypass de PDH. Sin embargo, al incluir las reacciones catalizadas por ADA y HMG-CoA reductasa que 
usa NADH en la red metabólica para la producción de mevalonato, como se ilustra en la FIG. 4, el rendimiento 
estequiométrico teórico máximo se mejora hasta un 25,2 % en peso. En particular, la ADA convierte el acetaldehído 65
en acetil-CoA sin ningún aporte de ATP; esto reduce los equivalentes de ATP necesarios para la síntesis de 
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farneseno a 9, dando como resultado un ahorro de 18 equivalentes de ATP por molécula de farneseno producida (2 
equivalentes de ATP por acetil-CoA x 9 acetil-CoA por 1 farneseno). Estos ahorros en el uso de ATP durante la 
producción de acetil-CoA eliminan la necesidad de oxígeno para que las células realicen el ciclo TCA para la 
producción de farneseno. El requisito de oxígeno para la conversión de glucosa en farneseno se reduce de 7,8 
moléculas de O2 por glucosa consumida a 6, reduciéndose de esta manera el importante coste de producción de 5
proporcionar oxígeno a los fermentadores a escala. Además, el desequilibrio redox se alivia al introducir 
conjuntamente una HMG-CoA reductasa que usa NADH, que consume NADH generado por ADA.

Como se indica en la FIG. 4, sigue habiendo un exceso estequiométrico de ATP en una cepa que comprende tanto 
una ADA como una HMG-CoA reductasa que usa NADH, que puede usarse por la célula para el mantenimiento y 10
crecimiento. Como alternativa, parte de este exceso de ATP puede utilizarse para mejorar la cinética de la 
producción de acetoacetil-CoA, mediante la introducción de una acetoacetil-CoA sintasa (AACS). Como se ilustra en 
la FIG. 5, la AACS es una enzima que sintetiza acetoacetil-CoA a partir de malonil-CoA y acetil-CoA. La síntesis de 
malonil-CoA requiere un aporte energético de 1 ATP por molécula de acetil-CoA convertida (catalizada por la acetil-
CoA carboxilasa, mejorándose de esta manera la fuerza termodinámica impulsora de la síntesis de acetoacetil-CoA 15
a partir de acetil-CoA. Es importante indicar que esto no afecta al rendimiento estequiométrico máximo del farneseno 
a partir de azúcar o a la demanda de oxígeno de la ruta, ya que sigue habiendo un exceso de ATP disponible en 
este diseño de cepa, como se ilustra en la FIG. 6.

Como se muestra en la FIG. 7, pueden conseguirse eficiencias adicionales mediante la introducción de las enzimas 20
fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA). La PK y PTA catalizan las reacciones de conversión de fructosa-6-
fosfato (F6P) o xilulosa-5-fosfato (X5P) en acetil-CoA. Con estas rutas metabólicas disponibles, óptimamente, la red 
de reacciones puede alcanzar un rendimiento de masa del 29,8 % en peso o mayor, un aumento significativo en el 
rendimiento teórico máximo. Esta solución implica desviar carbono de la glicólisis secundaria (G3P → piruvato), lo 
cual tiene como resultado una menor generación de ATP y NADH, al estar ambos ya en exceso en una red que 25
comprende la ADA y la HMG-CoA reductasa que usa NADH. Un efecto beneficioso de reducir el flujo a través de la 
glicólisis secundaria es que se produce menos CO2 para convertir piruvato en acetaldehído y, por lo tanto, puede 
capturarse más carbono en el producto final, aumentándose de esta manera el rendimiento teórico máximo de la red. 
Un segundo efecto beneficioso es que se produce menos NADH y, por lo tanto, se necesita menos oxígeno para 
reoxidarlo. En particular, la demanda de oxígeno óptimamente es de solo 1,84 moléculas de O2 por glucosa 30
consumida. El impacto redox de la adición de PK y PTA a un entorno de ADA es visible incluso a bajos rendimientos 
en la microescala, como se ilustra en la FIG. 13, donde la producción de glicerol vuelve a los niveles del tipo 
silvestre.

De esta manera, en la presente invención se proporcionan células de levadura modificadas genéticamente y 35
métodos para usarlas para la producción de isoprenoides derivados de acetil-CoA como se define en las 
reivindicaciones.

En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa 
acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la 40
ruta de MEV comprenden una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa (es decir, una acetoacetil-CoA sintasa 
(AACS)).

En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que usa NADH que
convierte HMG-CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV 45
comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además un ácido nucleico 
heterólogo que codifica una fosfocetolasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada 
genéticamente comprende además un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfotransacetilasa.50

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos de la ADA es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 2. 
En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos de la acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa es al menos un 
80 % idéntica a la SEQ ID NO:16. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos de la HMG-CoA reductasa 
que usa NADH es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la secuencia de 55
aminoácidos de la fosfocetolasa es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, la 
secuencia de aminoácidos de la fosfotransacetilasa es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además una alteración 
funcional de una o más enzimas del bypass de piruvato deshidrogenasa (PDH) nativa. En algunas realizaciones, 60
dichas una o más enzimas del bypass de PDH se seleccionan entre acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 
2 (ACS2) y aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6). En algunas realizaciones, ACS1 está alterada funcionalmente. En 
algunas realizaciones, ACS2 está alterada funcionalmente. En algunas realizaciones, ALD6 está alterada 
funcionalmente. En algunas realizaciones, ACS1 y ACS2 están alteradas funcionalmente. En algunas realizaciones, 
ACS1, ACS2 y ALD6 están alteradas funcionalmente.65
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En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además una alteración 
funcional de una o más enzimas que tienen actividad alcohol deshidrogenasa (ADH). En algunas realizaciones, 
dichas una o más enzimas que tienen actividad ADH se seleccionan entre alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), alcohol 
deshidrogenasa 3 (ADH3), alcohol deshidrogenasa 4 (ADH4) y alcohol deshidrogenasa 5 (ADH5).

5
En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa dos 
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la 
ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA. En 
algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-
CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una 10
enzima que fosforila mevalonato para dar mevalonato 5-fosfato. En algunas realizaciones, dichas una o más 
enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-
pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que
convierte mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas 
de la ruta de MEV se seleccionan entre HMG-CoA sintasa, mevalonato quinasa, fosfomevalonato quinasa y 15
mevalonato pirofosfato descarboxilasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una pluralidad de ácidos nucleicos heterólogos que 
codifican todas las enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, dichos uno o más ácidos nucleicos 
heterólogos que codifican una o más enzimas de la ruta de MEV están bajo el control de un solo regulador de la 20
transcripción. En algunas realizaciones, dichos uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más 
enzimas de la ruta de MEV están bajo el control de múltiples reguladores de la transcripción heterólogos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además un ácido nucleico 
heterólogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en dimetilalil pirofosfato 25
(DMAPP). En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además un ácido 
nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar un 
compuesto de poliprenilo. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende 
además un ácido nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar 
un compuesto isoprenoide. En algunas realizaciones, la enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar 30
un compuesto isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en careno sintasa, geraniol sintasa, linalool sintasa, 
limoneno sintasa, mirceno sintasa, ocimeno sintasa, α-pineno sintasa, β-pineno sintasa, γ-terpineno sintasa, 
terpinoleno sintasa, amorfadieno sintasa, α-farneseno sintasa, β-farneseno sintasa, farnesol sintasa, nerolidol 
sintasa, patchouliol sintasa, nootkatona sintasa y abietadieno sintasa. En algunas realizaciones, el isoprenoide se 
selecciona del grupo que consiste en un hemiterpeno, monoterpeno, diterpeno, triterpeno, tetraterpeno, 35
sesquiterpeno y politerpeno. En algunas realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide C5-C20. En algunas 
realizaciones, el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, α-
farneseno, β-farneseno, farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno, 
patchoulol, β-pineno, sabineno, γ-terpineno, terpinoleno y valenceno.

40
La célula hospedadora modificada genéticamente de la invención es una célula de levadura. En algunas 
realizaciones, la levadura es Saccharomyces cerevisiae.

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz 
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una 45
o más enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato; (b) un ácido nucleico 
heterólogo que codifica una acetilaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA); (c) una alteración funcional de al 
menos una enzima del bypass de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), 
acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6); (d) un ácido nucleico heterólogo que codifica una 
fosfocetolasa (PK); y (e) un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).50

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz 
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una 
o más enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o más 
enzimas comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b) un ácido nucleico heterólogo que codifica una 55
acetilaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA); y (c) una alteración funcional de al menos una enzima del bypass 
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y 
aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6).

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz 60
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una 
o más enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o más 
enzimas comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b) un ácido nucleico heterólogo que codifica una 
acetilaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA); (c) una alteración funcional de al menos una enzima del bypass 
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y 65
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aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6); (d) un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfocetolasa (PK); y (e) un 
ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz 
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una 5
o más enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o más 
enzimas comprenden una acetil-CoA:manolil-CoA aciltransferasa; (b) un ácido nucleico heterólogo que codifica 
acetilaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA); y (c) una alteración funcional de al menos una enzima del bypass 
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y 
aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6).10

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz 
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una 
pluralidad de enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde la pluralidad 
de enzimas comprende una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa y una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b) 15
un ácido nucleico heterólogo que codifica una acetilaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA); (c) una alteración 
funcional de al menos una enzima del bypass de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA 
sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehído deshidrogenasa 6 (ALD6); (d) un ácido nucleico heterólogo 
que codifica una fosfocetolasa (PK); y (e) un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).

20
En otro aspecto, en la presente invención se proporciona un método para producir un isoprenoide, comprendiendo el 
método: (a) cultivar una población de células de levadura modificadas genéticamente descritas en el presente 
documento en un medio con una fuente de carbono en condiciones adecuadas para fabricar dicho compuesto 
isoprenoide; y (b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del medio.

25
4. Breve descripción de las figuras

La FIGURA 1 proporciona una representación esquemática de la ruta de mevalonato ("MEV") para la producción 
de isopentenil difosfato ("IPP").
La FIGURA 2 proporciona una representación esquemática de la conversión de IPP y dimetilalil pirofosfato 30
("DMAPP") en geranil pirofosfato ("GPP"), farnesil pirofosfato ("FPP") y geranilgeranil pirofosfato ("GGPP").
La FIGURA 3 proporciona una representación esquemática del flujo óptimo de carbono y los requisitos 
metabólicos y rendimientos en la conversión de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en 
donde se genera acetil-CoA citosólica a través del bypass de PDH de "tipo silvestre".
La FIGURA 4 proporciona una representación esquemática del flujo óptimo de carbono y los requisitos 35
metabólicos y rendimientos en la conversión de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en 
donde se genera acetil-CoA citosólica a través de ADA, y la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa 
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH.
La FIGURA 5 proporciona una representación esquemática de la producción de farneseno a partir de acetil-CoA, 
en donde la acetoacetil-CoA (AcAcCoA) se sintetiza a partir de malonil-CoA y acetil-CoA (AcCoA) por la 40
acetoacetil-CoA sintasa (AACS). La síntesis de malonil-CoA requiere una entrada energética de 1 ATP por 
molécula de acetil-CoA convertida (catalizado por acetil-CoA carboxilasa (ACC1)).
La FIGURA 6 proporciona una representación esquemática del flujo óptimo de carbono y los requisitos 
metabólicos y rendimientos en la conversión de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en 
donde se genera acetil-CoA citosólica a través de ADA, la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa 45
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH, y la acetoacetil-CoA se sintetiza a partir de malonil-CoA y acetil-
CoA por la acetoacetil-CoA sintasa.
La FIGURA 7 proporciona una representación esquemática del flujo óptimo de carbono y los requisitos 
metabólicos y rendimientos en la conversión de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en 
donde se genera acetil-CoA citosólica a través de ADA, la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa 50
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH, y la fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA) catalizan las 
reacciones para convertir fructosa-6-fosfato (F6P) en acetil-CoA.
La FIGURA 8 proporciona las actividades específicas de NADPH o de NADH (medidas como nmol/mg/min) de 
hidroximetilglutaril-CoA reductasas de Sacchormyces cerevisiae (Sc. tHMG-CoA reductasa), Pseudomonas 
mevalonii (Pm.), Delftia acidovorans (Da.) y Silicibacter pomeroyi (Sp.).55
La FIGURA. 9 proporciona densidades celulares (medidas como DO600) después de 24 y 48 horas para cepas de 
S. cerevisiae (Sc.) que comprenden una ruta de MevT heteróloga que comprende una HMG-CoA reductasa que 
usa NADPH (tHMG-CoA reductasa de Sc.) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas 
mevalonii; Da. -- Delftia acidovorans; Sp. -- Silicibacter pomeroyi) en un entorno de ADH1 de tipo silvestre y un 
entorno knockout para ADH1 (adh1∆), respectivamente.60
La FIGURA 10 proporciona la producción de glicerol (medida como g/l) después de 24 y 48 horas para cepas de 
S. cerevisiae (Sc.) en una ruta de MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (Sc. tHMG-
CoA reductasa) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas mevalonii; Da. -- Delftia 
acidovorans; Sp. -- Silicibacter pomeroyi) tanto en un entorno de ADH1 de tipo silvestre como en un entorno 
knockout para ADH1.65
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La FIGURA 11 proporciona la producción de mevalonato (medida como g/l) después de 24 y 48 horas para 
cepas de S. cerevisiae (Sc.) que comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (Sc. tHMG-CoA 
reductasa) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas mevalonii; Da. -- Delftia acidovorans; 
Sp. -- Silicibacter pomeroyi) tanto en un entorno de ADH1 de tipo silvestre como en un entorno knockout para 
ADH1 (adh1∆).5
La FIGURA 12 proporciona la producción de farneseno y densidades celulares de cepas de S. cerevisiae que 
comprenden: (A) una ADA expresada heterólogamente (Dz.eutE) acoplada con acs1∆ acs2∆ ald6∆ y una ruta de 
MEV que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH o una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (B) 
un bypass de PDH intacto (de tipo silvestre) y una ruta de MEV que comprende una HMG-CoA reductasa que 
usa NADPH o una HMG-CoA reductasa que usa NADH. Las columnas indicadas como "Vacías" representan 10
pocillos solo con medio (sin células).
La FIGURA 13 proporciona la producción de glicerol (paneles superiores) y el consumo de glucosa (paneles 
inferiores) por: (A) una cepa de tipo silvestre (Y968); una cepa que expresa heterólogamente ADA (Dz.eutE) 
(Y12869); y (B) una cepa que expresa heterólogamente ADA (Dz.eutE), fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa 
(PTA) (Y12745).15
La FIGURA 14 proporciona la producción de mevalonato por cepas de S. cerevisiae que comprenden un bypass 
de PDH intacto (tipo silvestre) o ADA expresada heterólogamente (Dz.eutE) acoplado con acs1∆ acs2∆ a1d6∆; y 
una ruta de MEV que comprende ERG10 (acetil-CoA tiolasa) o nphT7 (acetoacetil-CoA sintasa).

5. Descripción detallada de las realizaciones20

5.1 Terminología

Como se usa en el presente documento, el término "heterólogo" se refiere a lo que no se encuentra normalmente en 
la naturaleza. La expresión "secuencia de nucleótidos heteróloga" se refiere a una secuencia de nucleótidos que no 25
se encuentra normalmente en una célula dada en la naturaleza. De esta manera, una secuencia de nucleótidos 
heteróloga puede: (a) ser extraña para su célula hospedadora (es decir, es "exógena" para la célula); (b) encontrarse 
de forma natural en la célula hospedadora (es decir, "endógena") pero estando presente en una cantidad poco 
natural en la célula (es decir, una cantidad mayor o menor que la que se encuentra normalmente en la célula 
hospedadora); o (c) encontrarse de forma natural en la célula hospedadora pero estar situada fuera de su locus 30
natural. La expresión "enzima heteróloga" se refiere a una enzima que no se encuentra normalmente en una célula 
dada en la naturaleza. El término incluye una enzima que: (a) es exógena para una célula dada (es decir, se codifica 
por una secuencia de nucleótidos que no está presente de forma natural en la célula hospedadora o no está 
presente naturalmente en un contexto dado en la célula hospedadora); y (b) se encuentra de forma natural en la 
célula hospedadora (por ejemplo, la enzima se codifica por una secuencia de nucleótidos que es endógena para la 35
célula) pero que se produce en una cantidad no natural (por ejemplo, mayor o menor que la encontrada de forma 
natural) en la célula hospedadora.

Por otra parte, el término "nativo" o "endógeno", como se usa en el presente documento haciendo referencia a 
moléculas y, en particular, a enzimas y ácidos nucleicos, indica moléculas que se expresan en el organismo en el 40
que se originaron o se encuentran en la naturaleza, Independientemente del nivel de expresión que puede ser 
inferior, igual o mayor que el nivel de expresión de la molécula en el microorganismo nativo. Se entiende que la 
expresión de polinucleótidos o enzimas nativas puede estar modificada en microorganismos recombinantes.

Como se usa en el presente documento, "alterar funcionalmente" o una "alteración funcional" por ejemplo, de un gen 45
diana, por ejemplo, uno o más genes del bypass de PDH, significa que el gen diana está alterado de tal manera que 
se reduce en la célula hospedadora la actividad de la proteína codificada por el gen diana. De forma similar, por 
"alterar funcionalmente" o una "alteración funcional" por ejemplo, de una proteína diana, por ejemplo, una o más 
enzimas del bypass de PDH, se entiende que la proteína diana está alterada de tal forma que se reduce en la célula 
hospedadora la actividad de la proteína. En algunas realizaciones, la actividad de la proteína diana codificada por el 50
gen diana se elimina en la célula hospedadora. En otras realizaciones, la actividad de la proteína diana codificada 
por el gen diana se reduce en la célula hospedadora. La alteración funcional del gen diana puede conseguirse 
delecionando todo o una parte del gen de forma que se elimine o reduzca la expresión génica, o de forma que se 
elimine o reduzca la actividad del producto génico. La alteración funcional del gen diana también puede conseguirse 
mutando un elemento regulador del gen, por ejemplo, el promotor del gen de forma que se elimine o reduzca la 55
expresión, o mediante la mutación de la secuencia codificante del gen de forma que se elimine o reduzca la actividad 
del producto génico. En algunas realizaciones, la alteración funcional del gen diana da como resultado la eliminación 
de la fase de lectura abierta completa del gen diana.

Como se usa en el presente documento, la expresión "célula parental" se refiere a una célula que tiene un entorno 60
genético idéntico al de una célula hospedadora modificada genéticamente desvelada en el presente documento 
excepto por el hecho de que no comprende una o más modificaciones genéticas particulares introducidas por 
ingeniería genética en la célula hospedadora modificada, por ejemplo, una o más modificaciones seleccionadas del 
grupo que consiste en: expresión heteróloga de una ADA, expresión heteróloga de una HMG-CoA reductasa que 
usa NADH, expresión heteróloga de una AACS, expresión heteróloga de una fosfocetolasa, expresión heteróloga de 65
una fosfotransacetilasa y expresión heteróloga de una o más enzimas de la ruta de mevalonato.
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Como se usa en el presente documento, el término "producción" se refiere, en general, a una cantidad de un 
isoprenoide producido por una célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente 
documento. En algunas realizaciones, la producción se expresa como un rendimiento de isoprenoide por la célula 
hospedadora. En otras realizaciones, la producción se expresa como una productividad de la célula hospedadora en 5
la producción del isoprenoide.

Como se usa en el presente documento, el término "productividad" se refiere a la producción de un isoprenoide por 
una célula hospedadora, expresada como la cantidad de isoprenoide producida (en peso) por cantidad de caldo de 
fermentación en el que se cultiva la célula hospedadora (por volumen) a lo largo del tiempo (por hora).10

Como se usa en el presente documento, el término "rendimiento" se refiere a la producción de un isoprenoide por 
una célula hospedadora, expresado como la cantidad de isoprenoide producido por cantidad de fuente de carbono 
consumida por la célula hospedadora, en peso.

15
5.2 Microbios modificados genéticamente que producen isoprenoides derivados de acetil-CoA

5.2.1 Células hospedadoras

Las células hospedadoras de levadura adecuadas incluyen, pero sin limitación, levaduras que se han depositado en 20
depósitos de microorganismos (por ejemplo IFO, ATCC, etc.) y pertenecen a los géneros Aciculoconidium, 
Ambrosiozyma, Arthroascus, Arxiozyma, Ashbya, Babjevia, Bensingtonia, Botryoascus, Botryozyma, Brettanomyces, 
Bullera, Bulleromyces, Candida, Citeromyces, Clavispora, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Debaryomyces, 
Dekkara, Dipodascopsis, Dipodascus, Eeniella, Endomycopsella, Eremascus, Eremothecium, Erythrobasidium, 
Fellomyces, Filobasidium, Galactomyces, Geotrichum, Guilliermondella, Hanseniaspora, Hansenula, Hasegawaea, 25
Holtermannia, Hormoascus, Hyphopichia, Issatchenkia, Kloeckera, Kloeckeraspora, Kluyveromyces, Kondoa, 
Kuraishia, Kurtzmanomyces, Leucosporidium, Lipomyces, Lodderomyces, Malassezia, Metschnikowia, Mrakia, 
Myxozyma, Nadsonia, Nakazawaea, Nematospora, Ogataea, Oosporidium, Pachysolen, Phachytichospora, Phaffia, 
Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Saitoella, 
Sakaguchia, Saturnospora, Schizoblastosporion, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, Sporidiobolus, 30
Sporobolomyces, Sporopachydermia, Stephanoascus, Sterigmatomyces, Sterigmatosporidium, Symbiotaphrina, 
Sympodiomyces, Sympodiomycopsis, Torulaspora, Trichosporiella, Trichosporon, Trigonopsis, Tsuchiyaea, 
Udeniomyces, Waltomyces, Wickerhamia, Wickerhamiella, Williopsis, Yamadazyma, Yarrowia, Zygoascus, 
Zygosaccharomyces, Zygowilliopsis y Zygozyma, entre otros.

35
En algunas realizaciones, el microbio hospedador es Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, 
Schizosaccharomyces pombe, Dekkera bruxellensis, Kluyveromyces lactis (previamente denominado 
Saccharomyces lactis), Kluveromyces marxianus, Arxula adeninivorans, o Hansenula polymorpha (ahora conocido 
como Pichia angusta). En algunas realizaciones, el microbio hospedador es una cepa del género Candida, tal como 
Candida lipolytica, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida pseudotropicalis o Candida utilis.40

En una realización particular, el microbio hospedador es Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones, el 
hospedador es una cepa de Saccharomyces cerevisiae seleccionada del grupo que consiste en la levadura de 
panadería, CBS 7959, CBS 7960, CBS 7961, CBS 7962, CBS 7963, CBS 7964, IZ-1904, TA, BG-1, CR-1, SA-1, M-
26, Y-904, PE-2, PE-5, VR-1, BR-1, BR-2, ME-2, VR-2, MA-3, MA-4, CAT-1, CB-1, NR-1, BT-1, y AL-1. En algunas 45
realizaciones, el microbio hospedador es una cepa de Saccharomyces cerevisiae seleccionada del grupo que 
consiste en PE-2, CAT-1, VR-1, BG-1, CR-1, y SA-1. En una realización particular, la cepa de Saccharomyces 
cerevisiae es PE-2. En otra realización particular, la cepa de Saccharomyces cerevisiae es CAT-1. En otra 
realización particular, la cepa de Saccharomyces cerevisiae es BG-1.

50
En algunas realizaciones, el microbio hospedador es un microbio que es adecuado para la fermentación industrial. 
En realizaciones particulares, el microbio está acondicionado para subsistir en condiciones de alta concentración de 
disolvente, alta temperatura, utilización del sustrato expandida, limitación de nutrientes, estrés osmótico debido a 
azúcar y sales, acidez, contaminación por sulfito y bacteriana o combinaciones de los mismos, que son condiciones 
de estrés reconocidas de un entorno de la fermentación industrial.55

5.2.2 ADA heteróloga para la producción de acetil-CoA

En un aspecto, en la presente invención se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz de 
producir un isoprenoide derivado de acetil-CoA, comprendiendo la célula una o más secuencias de nucleótidos 60
heterólogas que codifican acetaldehído deshidrogenasa de acilación (denominada como alternativa "acetilaldehído 
deshidrogenasa, acetilación", "acetilaldehído deshidrogenasa, acilación", o ADA (EC 1.2.1.10)).

Las proteínas capaces de catalizar esta reacción que son útiles para las composiciones y métodos proporcionados 
en la presente invención incluyen los siguientes cuatro tipos de proteínas:65
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(1) Proteínas bifuncionales que catalizan la conversión reversible de acetil-CoA en acetaldehído, y la posterior 
conversión reversible de acetaldehído en etanol. Un ejemplo de este tipo de proteína es la proteína AdhE en E. 
coli (Gen Bank n.º: NP_415757). AdhE parece ser un producto evolutivo de una fusión génica. La región terminal 
NH2 de la proteína AdhE es altamente homóloga a las aldehído:NAD+ oxidorreductasas, mientras que la región 
COOH terminal es homóloga para una familia de etanol:NAD+ oxidorreductasas dependientes de Fe2+5
(Membrillo-Hernandez et al., (2000) J. Biol. Chem. 275: 33869-33875). La AdhE de E. coli está sujeta a la 
oxidación catalizada por metales y, por lo tanto, es sensible al oxígeno (Tamarit et al. (1998) J. Biol. Chem. 
273:3027-32).
(2) Proteínas que catalizan la conversión reversible de acetil-CoA en acetaldehído en microbios anaerobios 
estrictamente o facultativos pero no poseen actividad alcohol deshidrogenasa. Se ha presentado un ejemplo de 10
este tipo de proteína en Clostridium kluyveri (Smith et al. (1980) Arch. Biochem. Biophys. 203: 663-675). Se ha 
anotado una ADA en el genoma de Clostridium kluyveri DSM 555 (n.º de registro: EDK33116). Se identifica una 
proteína AcdH homóloga en el genoma de Lactobacillus plantarum (n.º de registro: NP_784141). Otro ejemplo de 
este tipo de proteína es el producto génico ald en Clostridium beijerinckii NRRL B593 (Toth et al. (1999) Appl. 
Environ. Microbiol. 65: 4973-4980, n.º de registro: AAD31841).15
(3) Proteínas que están implicadas en el catabolismo de etanolamina. La etanolamina puede utilizarse como 
fuente de carbono y como fuente de nitrógeno por muchas enterobacterias (Stojiljkovic et al. (1995) J. Bacteriol. 
177: 1357-1366). La etanolamina primero se convierte mediante la etanolamina amoniaco liasa en amoniaco y 
acetaldehído, posteriormente, el acetaldehído se convierte por la ADA en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de 
ADA es la proteína EutE en Salmonella typhimurium (Stojiljkovic et al. (1995) J. Bacteriol. 177: 1357-1366, n.º de 20
registro: AAL21357; véase también U18560.1). E. coli también es capaz de utilizar etanolamina (Scarlett et al. 
(1976) J. Gen. Microbiol. 95:173-176) y tiene una proteína EutE (n.º de registro: AAG57564; véase también 
EU897722.1) que es homóloga a la proteína EutE en S. typhimurium.
(4) Proteínas que forman parte de un complejo aldolasa-deshidrogenasa bifuncional implicado en el catabolismo 
de 4-hidroxi-2-cetovalerato. Dichas enzimas bifuncionales catalizan las dos etapas finales de la ruta de escisión 25
meta para catecol, un intermedio en muchas especies bacterianas en la degradación de fenoles, toluatos, 
naftaleno, bifenilos y otros compuestos aromáticos (Powlowski y Shingler (1994) Biodegradation 5, 219-236). La 
4-hidroxi-2-cetovalerato primero se convierte por la 4-hidroxi-2-cetovalerato aldolasa en piruvato y acetaldehído, 
y posteriormente el acetaldehído se convierte mediante la ADA en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de ADA es 
la proteína DmpF en Pseudomonas sp CF600 (n.º de registro: CAA43226) (Shingler et al. (1992) J. Bacteriol. 30
174:71 1-24). E. coli tiene una proteína MphF homóloga (Ferrandez et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 2573-2581, n.º 
de registro: NP_414885) a la proteína DmpF en Pseudomonas sp. CF600.

En algunas realizaciones, una ADA (o secuencia de ácido nucleico que codifica dicha actividad) útil para las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento se selecciona del grupo que consiste en adhE de 35
Escherichia coli, adh2 de Entamoeba histolytica, adhE de Staphylococcus aureus, adhE de Piromyces sp.E2, 
Clostridium kluyveri (EDK33116), acdH de Lactobacillus plantarum y Pseudomonas putida (YP 001268189), como se 
describe en la Publicación Internacional n.º WO 2009/013159. En algunas realizaciones, la ADA se selecciona del 
grupo que consiste en eutE de Clostridium botulinum (FR745875.1), eutE de Desulfotalea psychrophila
(CR522870.1), eutE de Acinetobacter sp. HBS-2 (ABQ44511.2), eutE de Caldithrix abyssi (ZP_09549576) y 40
Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 (YP_002565337.1).

En realizaciones particulares, la ADA útil para las composiciones y métodos proporcionados en el presente 
documento es eutE de Dickeya zeae. Una secuencia de nucleótidos de eutE representativa de Dickeya zeae incluye 
el número de registro NC_012912.1:1110476. 1111855 y la SEQ ID NO: 1 como se proporciona en el presente 45
documento. Una secuencia de proteína eutE representativa de Dickeya zeae incluye el número de registro 
YP_003003316 y la SEQ ID NO: 2 como se proporciona en el presente documento.

Las ADA también útiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento incluyen las 
moléculas de las que se dice que son "derivados" de cualquiera de las ADA descritas en el presente documento. 50
Dicho "derivado" tiene las siguientes características: (1) comparte una homología sustancial con cualquiera de las 
ADA descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la conversión de acetaldehído en acetil-CoA. 
Se dice que un derivado de una ADA comparte una "homología sustancial" con ADA si las secuencias de 
aminoácidos del derivado son iguales al menos en un 80 %, al menos en un 85 %, más preferentemente al menos 
en un 90 % y, aún más preferentemente, al menos en un 95 %, a las de cualquiera de las ADA descritas en el 55
presente documento.

5.2.2.1 Métodos para identificar ADA funcionales

En otro aspecto, en la presente invención se proporciona un método de selección de ADA con un rendimiento n vivo60
elevado. En este método de selección, se identifican ADA con un rendimiento in vivo elevado por su capacidad de 
rescatar células hospedadoras modificadas por ingeniería genética de la muerte celular. Las células hospedadoras 
modificadas por ingeniería genética comprenden una ruta heteróloga para la producción de un metabolito secundario 
derivado de acetil-CoA citosólica, por ejemplo, un isoprenoide. En algunas realizaciones, las células hospedadoras 
modificadas por ingeniería genética comprenden además una ruta de bypass de PDH alterada funcionalmente y una 65
ADA débilmente activa, en donde las actividades combinadas de la ruta de bypass de PDH alterada funcionalmente 

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



10

y la ADA débilmente activa no producen suficiente acetil-CoA citosólica para satisfacer los requisitos para la 
producción tanto de: (1) el metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólico; como de (2) los metabolitos 
primarios derivados de acetil-CoA citosólicos necesarios para la supervivencia, salud y/o crecimiento celular. Para la 
supervivencia, salud y/o crecimiento, la célula hospedadora requiere, por lo tanto, una ADA activa que permita la 
producción de una reserva elevada de acetil-CoA citosólica.5
En algunas realizaciones, el método de selección de ADA con rendimiento in vivo elevado comprende: (a) expresar 
una ADA de control en una célula hospedadora que tiene una ruta de bypass de PDH funcionalmente alterada para 
producir un nivel elevado de un metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica, en donde la producción del 
nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica reduce la viabilidad de la célula 
hospedadora en comparación con una célula parental que no produce el nivel elevado del metabolito secundario 10
derivado de acetil-CoA citosólica; y (b) expresar en la célula hospedadora una ADA de ensayo en lugar de la ADA de 
control; con lo que un aumento en la viabilidad de la célula hospedadora que expresa la ADA de ensayo en 
comparación con la célula hospedadora que expresa la ADA de control identifica a la ADA de ensayo como una ADA 
que tiene un mejor rendimiento in vivo en comparación con la ADA de control.

15
En algunas realizaciones, la producción del nivel elevado de un metabolito secundario derivado de acetil-CoA 
citosólica en la célula hospedadora es inducible. La inducción puede producirse en respuesta a un agente inductor 
(por ejemplo, galactosa) o una condición de crecimiento específica (por ejemplo, temperatura de crecimiento). 
Cuando crece en ausencia del agente inductor, la actividad ADA de la célula hospedadora es suficiente para permitir 
la producción de la acetil-CoA citosólica requerida por la célula hospedadora para la supervivencia. Sin embargo, 20
cuando se cultiva en presencia del agente inductor, la actividad ADA de la célula hospedadora no es suficiente para 
permitir la producción tanto de la acetil-CoA citosólica requerida por la célula hospedadora para la supervivencia 
como el nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica. En este último caso, la célula 
hospedadora por lo tanto requiere para la supervivencia una ADA más activa que permita la producción de una 
reserva elevada de acetil-CoA citosólica. La producción del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica 25
en la célula hospedadora puede variar de aproximadamente un 10 % a al menos aproximadamente 1.000 o más 
veces la producción del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica en la célula parental.

La menor viabilidad de la célula hospedadora que expresa la ADA de control en comparación con la célula parental 
puede variar desde una reducción del crecimiento celular hasta la letalidad. De esta manera, en algunas 30
realizaciones, la célula hospedadora que expresa la ADA de control produce un número reducido de células en la 
descendencia en un cultivo líquido o en una placa de agar en comparación con la célula parental. En otras 
realizaciones, la célula hospedadora que expresa la ADA de control no produce células descendientes en un cultivo 
líquido o en una placa de agar en comparación con la célula parental. Por consiguiente, el aumento de viabilidad de 
la célula hospedadora que expresa la ADA de ensayo en lugar de la ADA de control puede ser evidente en cultivo 35
líquido por un mayor número de células de la descendencia, o en una placa de agar por un mayor tamaño de las 
colonias, en comparación con el número de células descendientes o el tamaño de las colonias producidas por la 
célula hospedadora que expresa la ADA de control.

La producción del nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica en la célula hospedadora 40
puede efectuarse modificando la expresión y/o actividad de una enzima implicada en la producción del metabolito 
secundario derivado de acetil-CoA citosólica o sus precursores en la célula hospedadora. En algunas de dichas 
realizaciones, la expresión y/o actividad de una enzima de la ruta de MEV o DXP está modificada. En algunas de 
dichas realizaciones, la expresión y/o actividad de una HMG-CoA reductasa y/o una mevalonato quinasa está 
modificada.45

La ADA de control y la ADA de ensayo puede ser ADA natural o ADA no natural. En algunas realizaciones, la ADA 
de ensayo es una variante de la ADA de control que difiere de la ADA de control por una o más sustituciones, 
deleciones y/o adiciones de aminoácidos. En algunas realizaciones, la ADA de ensayo comprende aminoácidos 
idénticos a los de la ADA de control, pero los codones que codifican estos aminoácidos difieren entre la ADA de 50
ensayo y la ADA de control. En algunas de dichas realizaciones, los codones están optimizados para uso en la 
célula hospedadora. En algunas realizaciones, la ADA de control y/o la ADA de ensayo se fusionan a una piruvato 
descarboxilasa. En algunas realizaciones, la expresión de la ADA de ensayo está bajo el control regulador de un 
promotor fuerte. En algunas realizaciones, la expresión de la ADA de ensayo está bajo el control regulador de un 
promotor de fuerza media. En algunas realizaciones, la expresión de la ADA de ensayo está bajo el control regulador 55
de un promotor débil.

El aumento de viabilidad de la célula hospedadora en presencia de la ADA de ensayo puede efectuarse por una 
ADA de ensayo que es más activa que la ADA de control o por una ADA de ensayo que es similarmente o menos 
activa que la ADA de control pero que se expresa a un mayor nivel. La identificación de las ADA de ensayo con 60
mayor actividad puede conseguirse mediante la expresión de la ADA de control y la ADA de ensayo a niveles 
similares en la célula hospedadora. Esto puede conseguirse, por ejemplo, poniendo las secuencias de nucleótidos 
que codifican la ADA de control y la ADA de ensayo en la célula hospedadora bajo el control de los mismos 
elementos reguladores. En otras realizaciones en las que se usa el método, por ejemplo, para identificar elementos 
reguladores (por ejemplo promotores) que proporcionan un nivel de expresión deseado, la ADA de ensayo difiere de 65
la ADA de control no en la secuencia de nucleótidos o de aminoácidos, sino en el nivel de expresión. En dichas 
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realizaciones, pueden usarse diferentes elementos reguladores para la expresión de la ADA de control y la ADA de 
ensayo, y la comparación de las viabilidades de las células hospedadoras proporciona información no sobre la 
actividad de la ADA de ensayo, sino sobre la fuerza de los elementos reguladores que dirigen la expresión de la ADA 
de ensayo.

5
Para prevenir una situación de crecimiento competitiva en la que las células hospedadoras falsas positivas de 
crecimiento rápido que comprenden una mutación de promoción de crecimiento en lugar de una variante de ADA 
mejorada invaden el cultivo de células hospedadoras, una realización del método de selección implica un sistema de 
selección basado en placas de agar. En esta realización, la célula hospedadora se cultiva en una placa de agar y se 
identifica una célula hospedadora que comprende una variante de ADA de ensayo con rendimiento in vivo mejorado 10
por crecimiento de colonias.

Una ventaja sustancial del método de selección desvelado en el presente documento es su simplicidad y su 
capacidad de implementación de alto rendimiento. Las variantes de ADA se identifican simplemente basándose en la 
viabilidad celular, haciendo que otros métodos de selección costosos y que requieren tiempo sean prácticamente 15
innecesarios. De esta manera, en una realización, el método se usa para explorar una colección de variantes de 
ADA (por ejemplo, una biblioteca de ADA mutantes) para seleccionar variantes de ADA con un rendimiento in vivo
mejorado. En dicha realización, en una célula hospedadora no se expresa una sola ADA de ensayo, sino que se 
expresa una colección de ADA de ensayo en una colección de células hospedadoras. Las células hospedadoras 
después pueden cultivarse en placas de agar, y las células hospedadoras que expresan variantes de ADA con un 20
rendimiento in vivo mejorado pueden identificarse basándose en el crecimiento de las colonias. En algunas 
realizaciones, la colección de variantes de ADA comprende de 2 a 5, de 5 a 10, de 10 a 50, de 50 a 100, de 100 a 
500, de 500 a 1.000, de 1.000 a 10.000, de 10.000 a 100.000, de 100.000 a 1.000.000 y más, variantes de ADA.

Otra ventaja importante del método de selección desvelado en el presente documento es su capacidad continuada 25
de seleccionar cada vez mejor variantes de ADA de una forma iterativa, en donde una ADA de ensayo identificada 
en una iteración se usa como control en la siguiente iteración. Dicha realización requiere, sin embargo, que en cada 
iteración, se compruebe la producción del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica en la célula 
hospedadora y aumente potencialmente (por ejemplo, aumentando o reduciendo los niveles de expresión de 
enzimas, añadiendo o quitando enzimas, aumentando o disminuyendo el número de copias de genes, reemplazando 30
promotores que controlan la expresión de las enzimas o alterando enzimas por mutación genética) a un nivel que 
produzca una viabilidad reducida cuando la célula hospedadora expresa la nueva ADA de control (es decir, la ADA 
de ensayo de la iteración previa). Como alternativa o además, en cada iteración, la expresión de la ADA de control 
puede reducirse (por ejemplo, reduciendo la expresión o usando promotores más débiles o reduciendo la estabilidad 
del transcrito de ADA de control o el polipéptido) para proporcionar una actividad ADA de control reducida. En la 35
siguiente iteración, puede identificarse entonces una ADA de ensayo que haya aumentado el rendimiento in vivo en 
comparación con la ADA de ensayo de la iteración previa.

Otra ventaja importante del método de selección desvelado en el presente documento es que la selección de ADA 
mejorada se produce in vivo en lugar de in vitro. Como resultado, pueden obtenerse mejoras de múltiples 40
propiedades enzimáticas que aumentan el rendimiento in vivo de la variante de ADA.

Las enzimas desarrolladas usando el método de selección desvelado en el presente documento pueden someterse 
a medios adicionales de selección opcional incluyendo, pero sin limitación, una selección fluorescente y/o una 
cuantificación directa del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosólica por cromatografía de gases. Más 45
específicamente, esto incluye un ensayo fluorescente de alto rendimiento basado en Rojo Nilo para medir la 
producción de un sesquiterpeno tal como farneseno, y un método de cuantificación directo basado en cromatografía 
de gases (CG) para medir el título de un sesquiterpeno tal como farneseno. Las enzimas mejoradas también pueden 
mejorarse adicionalmente por procedimientos de ingeniería genética tales como mutaciones inducidas y similares. 
Como resultado, sucesivamente se consiguen mejoras de múltiples propiedades enzimáticas que aumentan el 50
rendimiento final de la enzima, y se identifican las variantes de enzima más eficaces.

5.2.3 Alteración funcional del bypass de PDH

La acetil-CoA puede formarse en las mitocondrias por descarboxilación oxidativa de piruvato catalizada por el 55
complejo PDH. Sin embargo, debido a la incapacidad de S. cerevisiae de transportar acetil-CoA hacia el exterior de 
la mitocondria, el bypass de PDH tiene un papel esencial al proporcionar acetil-CoA en el compartimento citosólico y 
proporciona una ruta alternativa a la reacción de PDH para la conversión de piruvato en acetil-CoA. El bypass de 
PDH implica a las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC; EC 4.1.1.1), acetaldehído deshidrogenasa (ACDH; EC 
1.2.1.5 y EC 1.2.1.4), y acetil-CoA sintetasa (ACS; EC 6.2.1.1). La piruvato descarboxilasa cataliza la 60
descarboxilación de piruvato a acetaldehído y dióxido de carbono. La acetaldehído deshidrogenasa oxida el 
acetaldehído a ácido acético. En S. cerevisiae, la familia de aldehído deshidrogenasas contiene cinco miembros. 
ALD2 (YMR170c), ALD3 (YMR169c) y ALD6 (YPL061w) corresponden a las isoformas citosólicas, mientras que 
ALD4 (YOR374w) y ALD5 (YER073w) codifican la enzima mitocondrial. La isoforma de acetaldehído deshidrogenasa 
citosólica principal se codifica por ALD6. La formación de acetil-CoA a partir de acetato se cataliza por ACS e implica 65
la hidrólisis de ATP. Dos genes estructurales, ACS1 y ACS2, codifican ACS.
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En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteración funcional en 
uno o más genes de la ruta de bypass de PDH. En algunas realizaciones, la alteración de dichos uno o más genes 
del bypass de PDH de la célula hospedadora da como resultado una célula microbiana modificada genéticamente 
que tiene impedida su capacidad de catalizar una o más de las siguientes reacciones: (1) la descarboxilación de 5
piruvato en acetaldehído por la piruvato descarboxilasa; (2) la conversión de acetaldehído en acetato por la 
acetaldehído deshidrogenasa; y (3) la síntesis de acetil-CoA a partir de acetato y CoA por la acetil-CoA sintetasa.

En algunas realizaciones, en comparación con una célula parental, una célula hospedadora comprende una 
alteración funcional en uno o más genes de la ruta de bypass de PDH, en donde la actividad de la ruta de bypass de 10
PDH de función reducida o no funcional sola o en combinación con una ADA débil no es suficiente para soportar el 
crecimiento, la viabilidad y/o la salud de la célula hospedadora.

En algunas realizaciones, la actividad o expresión de una o más proteínas endógenas del bypass de PDH se reduce 
en al menos aproximadamente un 50 %. En otra realización, la actividad o expresión de una o más proteínas 15
endógenas del bypass de PDH se reduce en al menos aproximadamente un 60 %, en al menos aproximadamente 
un 65 %, en al menos aproximadamente un 70 %, en al menos aproximadamente un 75 %, en al menos 
aproximadamente un 80 %, en al menos aproximadamente un 85 %, en al menos aproximadamente un 90 %, en al 
menos aproximadamente un 95 %, o en al menos aproximadamente un 99 % en comparación con un 
microorganismo recombinante que no comprende una reducción o deleción de la actividad o expresión de una o más 20
proteínas endógenas del bypass de PDH.

Como entienden los expertos en la materia, hay varios mecanismos disponibles para reducir o alterar la actividad de 
una proteína, tales como una proteína de la ruta de PDH, incluyendo, pero sin limitación, el uso de un promotor 
regulado, el uso de un promotor constitutivo débil, la alteración de una de las dos copias del gen que codifica la 25
proteína en una levadura diploide, la alteración de dos copias del gen en una levadura diploide, la expresión de un 
ácido nucleico antisentido, la expresión de un siRNA (siglas en inglés de ARN pequeño de interferencia), la 
sobreexpresión de un regulador negativo del promotor endógeno, la alteración de la actividad de un gen endógeno o 
heterólogo, el uso de un gen heterólogo con una menor actividad específica, similares o combinaciones de los 
mismos.30

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una mutación en al menos 
un gen que codifica una proteína del bypass de PDH, dando como resultado una reducción de la actividad de un 
polipéptido codificado por dicho gen. En otra realización, la célula hospedadora modificada genéticamente 
comprende una deleción parcial del gen que codifica una proteína del bypass de PDH, dando como resultado una 35
reducción de la actividad de un polipéptido codificado por el gen. En otra realización, la célula hospedadora 
modificada genéticamente comprende una deleción completa de un gen que codifica una proteína del bypass de 
PDH, dando como resultado una reducción de la actividad de un polipéptido codificado por el gen. En otra 
realización, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una modificación de la región reguladora 
asociada con el gen que codifica una proteína del bypass de PDH, dando como resultado una reducción de la 40
expresión de un polipéptido codificado por dicho gen. En otra realización, la célula hospedadora modificada 
genéticamente comprende una modificación del regulador de la transcripción que da como resultado una reducción 
de la transcripción de un gen que codifica una proteína del bypass de PDH. En otra realización, la célula 
hospedadora modificada genéticamente comprende mutaciones en todos los genes que codifican una proteína del 
bypass de PDH dando como resultado una reducción de la actividad de un polipéptido codificado por el gen o los 45
genes. En una realización, la actividad o expresión de la proteína del bypass de PDH se reduce al menos en 
aproximadamente un 50 %. En otra realización, la actividad o expresión de la proteína del bypass de PDH se reduce 
en al menos en aproximadamente un 60 %, en al menos aproximadamente un 65 %, en al menos aproximadamente 
un 70 %, en al menos aproximadamente un 75 %, en al menos aproximadamente un 80 %, en al menos 
aproximadamente un 85 %, en al menos aproximadamente un 90 %, en al menos aproximadamente un 95 %, o en al 50
menos aproximadamente un 99 % en comparación con un microorganismo recombinante que no comprende una 
reducción de la actividad o expresión de la proteína del bypass de PDH.

En algunas realizaciones, la alteración de uno o más genes del bypass de PDH se consigue usando una 
"construcción de alteración" que es capaz de alterar específicamente un gen del bypass de PDH tras la introducción 55
de la construcción en la célula microbiana, haciendo de esta manera que el gen alterado no sea funcional. En 
algunas realizaciones, la alteración del gen diana impide la expresión de una proteína funcional. En algunas 
realizaciones, la alteración del gen diana da como resultado la expresión de una proteína no funcional a partir del 
gen alterado. En algunas realizaciones, la alteración de un gen del bypass de PDH se consigue por integración de 
una "secuencia de alteración" dentro del locus del gen diana por recombinación homóloga. En dichas realizaciones, 60
la construcción de alteración comprende una secuencia de alteración flanqueada por un par de secuencias de 
nucleótidos que son homólogas a un par de secuencias de nucleótidos del locus del gen diana (secuencias 
homólogas). Tras el reemplazo de la parte establecida como diana del gen diana por la construcción de alteración, la 
secuencia de alteración impide la expresión de una proteína funcional, o provoca la expresión de una proteína no 
funcional, a partir de ese gen diana.65
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Las construcciones de alteración capaces de alterar un gen del bypass de PDH pueden construirse usando técnicas 
de biología molecular convencionales bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, 
Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, 3ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY y 
Ausubel et al., eds., Edición Actual, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley 
Interscience, NY. Los parámetros de construcciones de alteración que pueden variarse en la práctica de los 5
presentes métodos incluyen, pero sin limitación, las longitudes de las secuencias homólogas; la secuencia de 
nucleótidos de las secuencias homólogas; la longitud de la secuencia de alteración; la secuencia de nucleótidos de 
la secuencia de alteración; y la secuencia de nucleótidos del gen diana. En algunas realizaciones, un intervalo eficaz 
para la longitud de cada secuencia homóloga es de 50 a 5.000 pares de bases. En realizaciones particulares, la 
longitud de cada secuencia homóloga es de aproximadamente 500 pares de bases. Para un análisis de la longitud 10
de homología necesaria para la dirección de genes, véase Hasty et al., Mol Cell Biol 11: 5586-91 (1991). En algunas 
realizaciones, las secuencias homólogas comprenden secuencias codificantes del gen diana. En otras realizaciones, 
las secuencias homólogas comprenden secuencias cadena arriba o cadena abajo de ese gen diana. En algunas 
realizaciones, una secuencia homóloga comprende una secuencia de nucleótidos que es homóloga a una secuencia 
de nucleótidos localizada en posición 5' de la secuencia codificante del gen diana, y la otra secuencia homóloga 15
comprende una secuencia de nucleótidos que es homóloga a una secuencia de nucleótidos localizada en posición 3' 
de la secuencia codificante del gen diana. En algunas realizaciones, la secuencia de alteración comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un marcador de selección que permite la selección de células microbianas 
que comprenden la secuencia de alteración. De esta manera, en dichas realizaciones, La construcción de alteración 
tiene doble función, es decir, alterar funcionalmente el gen diana y proporcionar un marcador de selección para la 20
identificación de células en las que el gen diana está alterado funcionalmente. En algunas realizaciones, un codón 
de terminación se coloca en fase con y cadena abajo de la secuencia de nucleótidos que codifica el marcador de 
selección para impedir la lectura traduccional que podría producir una proteína de fusión con algún grado de 
actividad de la proteína de tipo silvestre codificada por el gen diana. En algunas realizaciones, la longitud de la 
secuencia de alteración es un par de bases. La inserción de un solo par de bases puede ser suficiente para alterar 25
un gen diana porque la inserción del único par de bases en una secuencia codificante podría constituir una mutación 
de desplazamiento de fase que impediría la expresión de una proteína funcional. En algunas realizaciones, la 
secuencia de secuencia de alteración difiere de la secuencia de nucleótidos del gen diana localizado entre las 
secuencias homólogas por un solo par de bases. Tras el reemplazo de la secuencia de nucleótidos dentro del gen 
diana con la secuencia de alteración, la sustitución del par de bases único que se introduce podría dar como 30
resultado una sustitución de un solo aminoácido en un sitio crítico de la proteína y la expresión de una proteína no 
funcional. Debe reconocerse, sin embargo, que las alteraciones efectuadas usando secuencias de alteración muy 
cortas son susceptibles de reversión a la secuencia de tipo silvestre mediante mutación espontánea, conduciendo de 
esta forma a la restauración de la función de bypass de PDH en la célula hospedadora. Por consiguiente, en 
realizaciones particulares, las secuencias de alteración son más largas que uno a unos pocos pares de bases. En el 35
otro extremo, es poco probable que una secuencia de alteración con una longitud excesiva confiera ninguna ventaja 
sobre una secuencia de alteración de una longitud moderada, y podría disminuir la eficacia de la transfección o 
dirección. Una longitud excesiva en este contexto es muchas veces más larga que la distancia entre las secuencias 
homólogas elegidas en el gen diana. De esta manera, en ciertas realizaciones, la longitud de la secuencia de 
alteración puede ser de 2 a 2.000 pares de bases. En otras realizaciones, la longitud de la secuencia de alteración 40
es una longitud aproximadamente equivalente a la distancia entre las regiones del locus del gen diana que 
corresponde a las secuencias homólogas en la construcción de alteración.

En algunas realizaciones, la construcción de alteración es una molécula de ADN lineal. En otras realizaciones, la 
construcción de alteración es una molécula de ADN circular. En algunas realizaciones, la construcción de alteración 45
circular comprende un par de secuencias homólogas separadas por una secuencia de alteración, como se ha 
descrito anteriormente. En algunas realizaciones, la construcción de alteración circular comprende una única 
secuencia homóloga. Dichas construcciones de alteración circulares, tras la integración en el locus del gen diana, se 
linealizarían, con una parte de la secuencia homóloga colocada en cada extremo y los segmentos restantes de la 
construcción de alteración insertándose dentro y alterando el gen diana sin reemplazar ninguna de las secuencias de 50
nucleótidos del gen diana. En realizaciones particulares, La única secuencia homóloga de una construcción de 
alteración circular es homóloga a una secuencia localizada dentro de la secuencia codificante del gen diana.

Las construcciones de alteración pueden introducirse en una célula microbiana por cualquier método conocido para 
un experto en la materia sin limitación. Dichos métodos incluyen, pero sin limitación, la captación directa de la 55
molécula por una célula que en solución, o la captación facilitada a través de lipofección usando, por ejemplo,
liposomas o inmunoliposomas; transfección mediada por partículas; etc. véase, por ejemplo, la Patente de Estados 
Unidos n.º 5.272.065; Goeddel et al., eds, 1990, Methods in Enzymology, vol. 185, Academic Press, Inc., CA; 
Krieger, 1990, Gene Transfer and Expression -- A Laboratory Manual, Stockton Press, NY; Sambrook et al., 1989, 
Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY; y Ausubel et al., eds., Edición Actual, 60
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, NY. En la técnica son 
bien conocidos métodos particulares para transformar células de levadura. Véase Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 75:1292-3 (1978); Cregg et al., Mol. Cell. Biol. 5:3376-3385 (1985). Las técnicas ejemplares incluyen, pero 
sin limitación, formación de esferoplastos, electroporación, transformación mediada por PEG 1000 y transformación 
mediada por acetato de litio o cloruro de litio.65
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5.2.3.1 ALD4 y ALD6

En algunas realizaciones, en la célula hospedadora están alterados funcionalmente uno o más genes que codifican 
la actividad aldehído deshidrogenasa (ACDH). En algunas realizaciones, la aldehído deshidrogenasa se codifica por 
un gen seleccionado del grupo que consiste en ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 y homólogos y variantes de los 5
mismos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteración funcional de 
ALD4. Las secuencias de nucleótidos de ALD4 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen los números 
de registro NM_001183794 y SEQ ID NO: 7 como se proporcionan en el presente documento. Las secuencias de la 10
proteína Ald4 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el número de registro NP_015019.1 y la SEQ 
ID NO: 8 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteración funcional de 
la aldehído deshidrogenasa citosólica (ALD6). Ald6p funciona en el bypass de PDH nativo convirtiendo el 15
acetaldehído en acetato. Las secuencias de nucleótidos de ALD6 representativas de Saccharomyces cerevisiae
incluyen el número de registro SCU56604, y la SEQ ID NO: 9 como se proporciona en el presente documento. Las 
secuencias de proteína Ald6 representativa de Saccharomyces cerevisiae incluyen el número de registro AAB01219 
y la SEQ ID NO: 10 como se proporciona en el presente documento.

20
Como se entenderá en la técnica, de forma similar pueden inactivarse homólogos naturales de la aldehído 
deshidrogenasa en levaduras distintas de S. cerevisiae usando los métodos descritos en el presente documento.

Como entenderán los expertos en la materia, puede reducirse o eliminarse la actividad o expresión de más de una 
aldehído deshidrogenasa. En una realización específica, se reduce o elimina la actividad o expresión de ALD4 y 25
ALD6 y homólogos o variantes de las mismas. En otra realización específica, se reduce o elimina la actividad o 
expresión de ALD5 y ALD6 y homólogos o variantes de las mismas. En otra realización específica adicional, se 
reduce o elimina la actividad o expresión de ALD4, ALD5 y ALD6 u homólogos o variantes de las mismas. En otra 
realización específica adicional, se reduce o elimina la actividad o expresión de las aldehído deshidrogenasas 
localizadas citosólicamente ALD2, ALD3 y ALD6 u homólogos o variantes de las mismas. En otra realización 30
específica adicional, se reduce o elimina la actividad o expresión de las aldehído deshidrogenasas localizadas 
mitocondrialmente, ALD4 y ALD5 u homólogos o variantes de las mismas.

5.2.3.2 ACS1 y ACS2
35

En algunas realizaciones, uno o más genes que codifican la actividad acetil-CoA sintasa (ACS) están funcionalmente 
alterados en la célula hospedadora. En algunas realizaciones, la acetil-CoA sintasa se codifica por un gen 
seleccionado del grupo que consiste en ACS1, ACS2, y homólogos y variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, En la célula hospedadora están funcionalmente alterados uno o más genes que codifican 40
la actividad acetil-CoA sintasa (ACS). Tanto la ACS1 como la ACS2 son acetil-CoA sintasas que pueden convertir el 
acetato en acetil-CoA. La ACS1 se expresa solo en condiciones respiratorias, mientras que la ACS2 se expresa 
constitutivamente. Cuando se inactiva la ACS2, las cepas son capaces de crecer en condiciones respiratorias (por 
ejemplo, medios con etanol, glicerol o acetato), pero mueren en fuentes de carbono fermentables (por ejemplo, 
sacarosa, glucosa).45

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteración funcional de 
ACS1. La secuencia del gen ACS1 de S. cerevisiae se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Nagasu et al., 
Gene 37 (1-3):247-253 (1985). Las secuencias de nucleótidos de ACS1 representativas de Saccharomyces 
cerevisiae incluyen el número de registro X66425, y la SEQ ID NO: 3 como se proporciona en el presente 50
documento. Las secuencias de proteína Acs1 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el número de 
registro AAC04979 y la SEQ ID NO: 4 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteración funcional de 
ACS2. La secuencia del gen ACS2 de S. cerevisiae se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Van den Berg 55
et al., Eur. J. Biochem. 231(3):704-713 (1995). Las secuencias de nucleótidos de ACS2 representativas de 
Saccharomyces cerevisiae incluyen el número de registro S79456, y la SEQ ID NO: 5 como se proporciona en el 
presente documento. Las secuencias de proteína Acs2 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el 
número de registro CAA97725 y la SEQ ID NO: 6 como se proporciona en el presente documento.

60
Como se entenderá en la técnica, de forma similar pueden inactivarse de forma similar homólogos naturales de 
acetil-CoA sintasa en levaduras distintas de S. cerevisiae usando los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una actividad acetil-CoA sintasa citosólica que puede 
convertir el acetato en acetil-CoA en condiciones respiratorias (es decir, cuando la célula hospedadora se cultiva en 65
presencia de, por ejemplo, etanol, glicerol o acetato). En algunas de dichas realizaciones, la célula hospedadora es 
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una célula de levadura que comprende la actividad ACS1. En otras realizaciones, la célula hospedadora en 
comparación con una célula parental no comprende o comprende una actividad acetil-CoA sintasa endógena 
reducida en condiciones respiratorias. En algunas de dichas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de 
levadura que, en comparación con una célula parental, no comprende o comprende una actividad ACS1 reducida.

5
En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una actividad acetil-CoA sintasa citosólica que puede 
convertir el acetato en acetil-CoA en condiciones no respiratorias (es decir, cuando la célula hospedadora crece en 
presencia de fuentes de carbono fermentables (por ejemplo, sacarosa, glucosa)). En algunas de dichas 
realizaciones, la célula hospedadora es una célula de levadura que comprende la actividad ACS2. En otras 
realizaciones, la célula hospedadora, en comparación con una célula parental, no comprende o comprende actividad 10
acetil-CoA sintasa endógena reducida en condiciones no respiratorias. En algunas de dichas realizaciones, la célula 
hospedadora es una célula de levadura que, en comparación con una célula parental, no comprende o comprende 
una actividad ACS2 reducida.

5.2.4 Fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA)15

En levaduras, la acetil-CoA se biosintetiza a partir de glucosa a través de la glicólisis, el ciclo del ácido tricarboxílico 
(TCA), fosforilación oxidativa y el metabolismo de piruvato. Sin embargo, en esta ruta biosintética, se pierde CO2

durante el metabolismo de piruvato por la piruvato carboxilasa y en el ciclo TCA por la piruvato deshidrogenasa y la 
isocitrato deshidrogenasa. En un escenario de fermentación industrial, un efecto beneficioso de la reducción del flujo 20
a través de una menor glicólisis es que se produce menos CO2 al convertir el piruvato en acetaldehído y, de esta 
manera, puede capturarse más carbono en el producto final, aumentándose de esta manera el rendimiento teórico 
máximo. Un segundo efecto beneficioso es que se produce menos NADH y, por lo tanto, se necesita menos oxígeno 
para reoxidarlo. La pérdida de átomos de carbono teóricamente puede evitarse evitando el ciclo TCA. Esto puede 
conseguirse usando fosfocetolasa (PK) (clase enzimática EC 4.1.2.9, EC 4.1.2.22) junto con fosfoacetiltransferasa 25
(PTA) (EC 2.3.1.8).

La PK y la PTA catalizan las reacciones para convertir fructosa-6-fosfato (F6P) o xilulosa-5-fosfato (X5P) en acetil-
CoA (FIG. 7). La PK y procede del intermedio de pentosa fosfato xilulosa-5-fosfato, o del intermedio de la glicólisis 
superior D-fructosa-6-fosfato (F6P); PK divide X5P en gliceraldehído 3-fosfato (G3P) y acetil fosfato, o F6P en 30
eritrosa 4-fosfato (E4P). La PTA después convierte el acetil fosfato en acetil-CoA. G3P puede volver a entrar en la 
glicólisis secundaria, y E4P puede volver a entrar en la ruta de pentosa fosfato o en la glicólisis por ciclación a través 
de la red de rutas de pentosa fosfato no oxidativas de transaldolasas y transcetolasas.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento 35
comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una fosfocetolasa. En algunas realizaciones, la 
fosfocetolasa procede de Leuconostoc mesenteroides (Lee et al., Biotechnol Lett. 27(12);853-858 (2005). Las 
secuencias de nucleótidos de fosfocetolasa representativas de Leuconostoc mesenteroides incluyen el número de 
registro AY804190 y la SEQ ID NO: 11, como se proporcionan en el presente documento. Las secuencias de 
proteína fosfocetolasa representativas de Leuconostoc mesenteroides incluyen los números de registro YP_819405, 40
AAV66077.1 y la SEQ ID NO:12 como se proporciona en el presente documento. Otras fosfocetolasas útiles 
incluyen, pero sin limitación, las de Bifidobacterium dentium ATCC 27678 (ABIX02000002.1:2350400..2352877; 
EDT46356.1); Bifidobacterium animalis (NC_017834.1:1127580..1130057; YP_006280131.1); y Bifidobacterium 
pseudolongum (AY518216.1:988..3465; AAR98788.1).

45
Las fosfocetolasas también útiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento 
incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las fosfocetolasas descritas en el presente 
documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes características: (1) comparte una homología sustancial con 
cualquiera de las fosfocetolasas descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la conversión de 
X5P en gliceraldehído 3-fosfato (G3P) y acetil fosfato; o F6P en eritrosa 4-fosfato (E4P). Se dice que un derivado de 50
una fosfocetolasa comparte una "homología sustancial" con la fosfocetolasa si la secuencia de aminoácidos del 
derivado es de al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 90 % y, más preferentemente, al menos un 
95 %, igual que la de la fosfocetolasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento 55
comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una fosfotransacetilasa. En algunas realizaciones, 
la fosfotransacetilasa procede de Clostridium kluyveri. Las secuencias de nucleótidos de fosfotransacetilasa 
representativas de Clostridium kluyveri incluyen el número de registro NC_009706.1:1428554..1429555, y la SEQ ID 
NO: 13 como se proporciona en el presente documento. Las secuencias de proteína fosfotransacetilasa 
representativas de Clostridium kluyveri incluyen el número de registro YP_001394780 y la SEQ ID NO: 14 como se 60
proporciona en el presente documento. Otras fosfotransacetilasas útiles incluyen, pero sin limitación, las de 
Lactobacillus reuteri (NC_010609.1:460303..461277; YP_001841389.10); Bacillus subtilis
(NC_014479.1:3671865..3672836; YP_003868063.1); y Methanosarcina thermophile (L23147.1:207..1208; 
AAA72041.1).

65
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Las fosfotransacetilasas también útiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento 
incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las fosfotransacetilasas descritas en el 
presente documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes características: (1) comparte una homología sustancial 
con cualquiera de las fosfotransacetilasas descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la 
conversión de acetil fosfato en acetil-CoA. Se dice que un derivado de una fosfotransacetilasa comparte una 5
"homología sustancial" con la fosfotransacetilasa si las secuencias de aminoácidos del derivado son al menos un 
80 %, más preferentemente al menos un 90 % y, aún más preferentemente, al menos un 95 %, iguales que las de la 
fosfotransacetilasa.

5.2.5 Ruta de MEV10

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o más enzimas heterólogas de la ruta de MEV. En 
algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetil-
CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta 
de MEV comprenden una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En 15
algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa 
acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la 
ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una 
o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que fosforila mevalonato para dar mevalonato 5-fosfato. 
En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte 20
mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de 
MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil pirofosfato.

En algunas realizaciones, dichas una o más enzimas de la ruta de MEV se seleccionan del grupo que consiste en 
acetil-CoA tiolasa, acetoacetil-CoA sintasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa, mevalonato quinasa, 25
fosfomevalonato quinasa y mevalonato pirofosfato descarboxilasa. En algunas realizaciones, Con respecto a la 
enzima de la ruta de MEV capaz de catalizar la formación de acetoacetil-CoA, la célula hospedadora modificada 
genéticamente comprende una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por 
ejemplo, acetil-CoA tiolasa; o una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA, 
por ejemplo, acetoacetil-CoA sintasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente 30
comprende tanto una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por ejemplo,
acetil-CoA tiolasa; como una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por 
ejemplo, acetoacetil-CoA sintasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o más secuencias de nucleótidos heterólogas que 35
codifican más de una enzima de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o 
más secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican dos enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, 
la célula hospedadora comprende una o más secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican una enzima que 
puede convertir la HMG-CoA en mevalonato y una enzima que puede convertir el mevalonato en mevalonato 5-
fosfato. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o más secuencias de nucleótidos 40
heterólogas que codifican tres enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora 
comprende una o más secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican cuatro enzimas de la ruta de MEV. En 
algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o más secuencias de nucleótidos heterólogas que 
codifican cinco enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o más 
secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican seis enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la 45
célula hospedadora comprende una o más secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican siete enzimas de la 
ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una pluralidad de ácidos nucleicos 
heterólogos que codifican todas las enzimas de la ruta de MEV.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además un ácido nucleico 50
heterólogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en dimetilalil pirofosfato 
(DMAPP). En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende además un ácido 
nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar un 
compuesto de poliprenilo. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende 
además un ácido nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar 55
un compuesto isoprenoide.

5.2.5.1 Conversión de acetil-CoA en acetoacetil-CoA

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una secuencia de 60
nucleótidos heteróloga que codifica una enzima que puede condensar dos moléculas de acetil-coenzima A para 
formar acetoacetil-CoA, por ejemplo, una acetil-CoA tiolasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos 
que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: (NC_000913 REGION: 2324131,2325315; Escherichia coli),
(D49362; Paracoccus denitrificans), y (L20428; Saccharomyces cerevisiae).

65
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La acetil-CoA tiolasa cataliza la condensación reversible de dos moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-
CoA, pero esta reacción es termodinámicamente desfavorable; la tiolisis de acetoacetil-CoA está favorecida con 
respecto a la síntesis de acetoacetil-CoA. La acetoacetil-CoA sintasa (AACS) (denominada como alternativa acetil-
CoA:malonil-CoA aciltransferasa; EC 2.3.1.194) condensa la acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-
CoA. A diferencia de la acetil-CoA tiolasa, la síntesis de acetoacetil-CoA catalizada por AACS es esencialmente una 5
reacción favorecida energéticamente, debido a la descarboxilación asociada de malonil-CoA. Además, AACS no 
presenta actividad de tiolisis contra la acetoacetil-CoA y, por lo tanto, la reacción es irreversible.

En células hospedadoras que comprenden una ADA heteróloga y acetil-CoA tiolasa, la reacción reversible catalizada 
por acetil-CoA tiolasa, que favorece la tiolisis de acetoacetil-CoA, puede dar como resultado una gran reserva de 10
acetil-CoA. En vista de la actividad reversible de la ADA, esta reserva de acetil-CoA puede, a su vez, dirigir la ADA 
hacia la reacción inversa de conversión de acetil-CoA en acetaldehído, disminuyendo de esta manera los efectos 
beneficiosos proporcionados por la ADA hacia la producción de acetil-CoA. De esta manera, en algunas 
realizaciones, para proporcionar un fuerte impulso sobre la acetil-CoA para dirigir la reacción directa de la ADA, la 
ruta de MEV de la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento utiliza 15
una acetoacetil-CoA sintasa para formar acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA y malonil-CoA.

En algunas realizaciones, la AACS procede de la cepa CL190 de Streptomyces sp. (Okamura et al., Proc Natl Acad 
Sci USA 107(25): 11265-70 (2010). Las secuencias de nucleótidos de AACS representativas de la cepa CL190 de 
Streptomyces sp. incluyen el número de registro AB540131.1 y la SEQ ID NO: 15, como se proporcionan en el 20
presente documento. Las secuencias de la proteína AACS representativas de la cepa CL190 de Streptomyces sp. 
incluyen los número de registro D7URV0, BAJ10048 y la SEQ ID NO:16 como se proporciona en el presente 
documento. Otras acetoacetil-CoA sintasas útiles para las composiciones y métodos proporcionados en el presente 
documento incluyen, pero sin limitación, Streptomyces sp. (AB183750; KO-3988 BAD86806); S. anulatus cepa 9663 
(FN178498; CAX48662); Streptomyces sp. KO-3988 (AB212624; BAE78983); Actinoplanes sp. A40644 (AB113568; 25
BAD07381); Streptomyces sp. (NZ_ACEW010000640; ZP_05511702); Nocardiopsis dassonvillei DSM 43111 
(NZ_ABUI01000023; ZP_04335288); Mycobacterium ulcerans Agy99 (NC_008611; YP_907152); Mycobacterium 
marinum M (NC_010612; YP_001851502); Streptomyces sp. Mg1 (NZ_DS570501; ZP_05002626); Streptomyces sp.
AA4 (NZ_ACEV01000037; ZP_05478992); S. roseosporus NRRL 15998 (NZ_ABYB01000295; ZP_04696763); 
Streptomyces sp. ACTE (NZ_ADFD01000030; ZP_06275834); S. viridochromogenes DSM 40736 30
(NZ_ACEZ01000031; ZP_05529691); Frankia sp. CcI3 (NC_007777; YP_480101); Nocardia brasiliensis
(NC_018681; YP_006812440.1); y Austwickia chelonae (NZ_BAGZ01000005; ZP_10950493.1). Otras acetoacetil-
CoA sintasas adecuadas incluyen las descritas en la Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.º 
2010/0285549 y 2011/0281315.

35
Las acetoacetil-CoA sintasas también útiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente 
documento incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las acetoacetil-CoA sintasas 
descritas en el presente documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes características: (1) comparte una 
homología sustancial con cualquiera de las acetoacetil-CoA sintasas descritas en el presente documento; y (2) es 
capaz de catalizar la condensación irreversible de la acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. Se 40
dice que un derivado de una acetoacetil-CoA sintasa comparte una "homología sustancial" con la acetoacetil-CoA 
sintasa si las secuencias de aminoácidos del derivado son al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 
90 % y, aún más preferentemente, al menos un 95 %, iguales a las de la acetoacetil-CoA sintasa.

5.2.5.2 Conversión de acetoacetil-CoA en HMG-CoA45

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede condensar acetoacetil-CoA con otra molécula de acetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), por ejemplo, una HMG-CoA sintasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de 
nucleótidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: (NC_001145. complemento 19061.20536; 50
Saccharomyces cerevisiae), (X96617; Saccharomyces cerevisiae), (X83882; Arabidopsis thaliana), (AB037907; 
Kitasatospora griseola), (BT007302; Homo sapiens), y (NC_002758, Locus tag SAV2546, GeneID 1122571; 
Staphylococcus aureus).

5.2.5.3 Conversión de HMG-CoA en mevalonato55

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede convertir HMG-CoA en mevalonato, por ejemplo, una HMG-CoA reductasa. En algunas 
realizaciones, la HMG-CoA reductasa es una hidroximetilglutaril-CoA reductasa-CoA reductasa que usa NADH. las 
HMG-CoA reductasas (EC 1.1.1.34; EC 1.1.1.88) catalizan la desacilación reductora de (S)-HMG-CoA en (R)-60
mevalonato, y pueden clasificarse en dos clases, las HMGr de clase I y de clase II. La clase I incluye las enzimas de 
eucariotas y de la mayoría de las arqueas, y la clase II incluye las HMG-CoA reductasas de ciertos procariotas y 
arqueas. Además de la divergencia en las secuencias, las enzimas de las dos clases también difieren con respecto a 
su especificidad de cofactor. A diferencia de las enzimas de clase I, que utilizan NADPH exclusivamente, las HMG-
CoA reductasas de clase II varían en la capacidad de distinguir entre NADPH y NADH. Véase, por ejemplo, Hedl et 65
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al., Journal of Bacteriology 186 (7): 1927-1932 (2004). A continuación se proporcionan las especificidades de 
cofactor para seleccionar HMG-CoA reductasas de clase II.

Tabla 1. Especificidades de cofactor para seleccionar HMG-CoA reductasas de clase II

Fuente
Especificidad de 

coenzima
Km

NADPH (μM) Km
NADH (μM)

P. mevalonii NADH 80

A. fulgidus NAD(P)H 500 160

S. aureus NAD(P)H 70 100

E. faecalis NADPH 30

5
Las HMG-CoA reductasas útiles para las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento 
incluyen hMG-CoA reductasas que son capaces de utilizar NADH como cofactor, por ejemplo, la HMG-CoA 
reductasa de P. mevalonii, A. fulgidus o S. aureus. En realizaciones particulares, la HMG-CoA reductasa es capaz 
de utilizar solo NADH como cofactor, por ejemplo, la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii, S. pomeroyi o D. 
acidovorans.10

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de Pseudomonas mevalonii. La secuencia 
del gen mvaA de tipo silvestre de Pseudomonas mevalonii, que codifica la HMG-CoA reductasa (E.C. 1.1.1.88), se 
ha descrito previamente. Véase Beach y Rodwell, J. Bacteriol. 171:2994-3001 (1989). Las secuencias de nucleótidos 
representativas de mvaA de Pseudomonas mevalonii incluyen el número de registro M24015 y la SEQ ID NO: 17 15
como se proporciona en el presente documento. Las secuencias representativas de la proteína HMG-CoA reductasa 
de Pseudomonas mevalonii incluyen los números de registro AAA25837, P13702, MVAA_PSEMV y la SEQ ID NO: 
18 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de Silicibacter pomeroyi. Las secuencias 20
de nucleótidos representativas de la HMG-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi incluyen el número de registro 
NC_006569.1 y la SEQ ID NO: 19 como se proporciona en el presente documento. Las secuencias representativas 
de la proteína HMG-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi incluyen el número de registro YP_164994 y la SEQ ID 
NO: 20 como se proporciona en el presente documento.

25
En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de Delftia acidovorans. Una secuencia de 
nucleótidos representativa de la HMG-CoA reductasa de Delftia acidovorans incluye NC_010002 REGION: 
complemento (319980..321269) y la SEQ ID NO: 21 como se proporciona en el presente documento. Las 
secuencias de proteína representativas de la HMG-CoA reductasa de Delftia acidovorans incluyen el número de 
registro YP_001561318 y la SEQ ID NO: 22 como se proporciona en el presente documento.30

En algunas realizaciones, las HMG-CoA reductasas que usan NADH proceden de Solanum tuberosum (Crane et al., 
J. Plant Physiol. 159:1301-1307 (2002)).

Las HMG-CoA reductasas que usan NADH también útiles en las composiciones y métodos proporcionados en el 35
presente documento incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las HMG-CoA 
reductasas que usan NADH descritas en el presente documento, por ejemplo, de P. mevalonii, S. pomeroyi y D. 
acidovorans. Dicho "derivado" tiene las siguientes características: (1) comparte una homología sustancial con 
cualquiera de las HMG-CoA reductasas que usan NADH descritas en el presente documento; y (2) es capaz de 
catalizar la desacilación reductora de (S)-HMG-CoA en (R)-mevalonato mientras que usa preferentemente NADH 40
como cofactor. Se dice que un derivado de una HMG-CoA reductasa que usa NADH comparte una "homología 
sustancial" con la HMG-CoA reductasa que usa NADH si las secuencias de aminoácidos del derivado son al menos 
un 80 %, más preferentemente al menos un 90 %, y aún más preferentemente al menos un 95 %, iguales que la de 
la HMG-CoA reductasa que usa NADH.

45
Como se usa en el presente documento, la frase "que usa NADH" significa que la HMG-CoA reductasa que usa 
NADH es selectiva para NADH con respecto a NADPH como cofactor, por ejemplo, al demostrar una mayor 
actividad específica para NADH que para NADPH. En algunas realizaciones, la selectividad por NADH como 
cofactor se expresa como una relación kcat

(NADH)/ kcat
(NADPH). En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que 

usa NADH tiene una relación kcat
(NADH)/ kcat

(NADPH) de al menos 5, 10, 15, 20, 25 o más de 25. En algunas 50
realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH usa NADH exclusivamente. Por ejemplo, una HMG-CoA 
reductasa que usa NADH que usa NADH exclusivamente presenta alguna actividad con NADH suministrado como 
único cofactor in vitro (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1 y la Sección 6.1.1.3 presentada más adelante) y no presenta 
actividad detectable cuando se suministra NADPH como único cofactor. Para identificar HMG-CoA reductasas que 
tienen una preferencia por NADH como cofactor, puede utilizarse cualquier método para determinar la especificidad 55
del cofactor conocido en la técnica, incluyendo los descritos por Kim et al., Protein Science 9:1226-1234 (2000); y 
Wilding et al., J. Bacteriol. 182(18):5147-52 (2000).
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En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH se modifica por ingeniería genética para ser 
selectiva por NADH con respecto a NADPH, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida de la cavidad de unión al 
cofactor. Se describen métodos para modificar por ingeniería genética la selectividad por NADH en Watanabe et al., 
Microbiology 153:3044-3054 (2007), y se describen métodos para determinar la especificidad de cofactor de HMG-
CoA reductasas en Kim et al., Protein Sci. 9:1226-1234 (2000).5

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de una especie de hospedador que 
comprende de forma nativa una ruta de degradación de mevalonato, por ejemplo, una especie hospedadora que 
cataboliza mevalonato como su única fuente de carbono. Dentro de estas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que 
usa NADH, que normalmente cataliza la acilación oxidativa de (R)-mevalonato internalizado en (S)-HMG-CoA dentro 10
de su célula hospedadora nativa, se utiliza para catalizar la reacción inversa, es decir, la desacilación reductora de 
(S)-HMG-CoA en (R)-mevalonato, en una célula hospedadora modificada genéticamente que comprende una ruta 
biosintética de mevalonato. Se han descrito procariotas capaces de crecer en mevalonato como única fuente de 
carbono por: Anderson et al., J. Bacteriol, 171(12):6468-6472 (1989); Beach et al., J. Bacteriol. 171:2994-3001 
(1989); Bensch et al., J. Biol. Chem. 245:3755-3762; Fimongnari et al., Biochemistry 4:2086-2090 (1965); Siddiqi et 15
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 8:110-113 (1962); Siddiqi et al., J. Bacteriol. 93:207-214 (1967); y Takatsuji et 
al., Biochem. Biophys. Res. Commun.110:187-193 (1983).

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento, la célula 
hospedadora comprende tanto una HMGr que usa NADH como una HMG-CoA reductasa que usa NADPH. Los 20
ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican una HMG-CoA reductasa que usa NADPH incluyen, 
pero sin limitación: (NM_206548; Drosophila melanogaster), (NC_002758, Locus tag SAV2545, GeneID 1122570; 
Staphylococcus aureus), (AB015627; Streptomyces sp. KO 3988), (AX128213, que proporciona la secuencia que 
codifica una HMG-CoA reductasa truncada; Saccharomyces cerevisiae), y (NC_001145: complemento 
(115734.118898; Saccharomyces cerevisiae).25

5.2.5.4 Conversión de mevalonato en mevalonato-5-fosfato

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede convertir mevalonato en mevalonato 5-fosfato, por ejemplo, una mevalonato quinasa. Los 30
ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: (L77688; 
Arabidopsis thaliana), y (X55875; Saccharomyces cerevisiae).

5.2.5.5 Conversión de mevalonato-5-fosfato en mevalonato-5-pirofosfato
35

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede convertir mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-pirofosfato, por ejemplo, una 
fosfomevalonato quinasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha enzima 
incluyen, pero sin limitación: (AF429385; Hevea brasiliensis), (NM_006556; Homo sapiens), y (NC_001145. 
complemento 712315.713670; Saccharomyces cerevisiae).40

5.2.5.6 Conversión de mevalonato-5-pirofosfato en IPP

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede convertir mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil difosfato (IPP), por ejemplo, una 45
mevalonato pirofosfato descarboxilasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha 
enzima incluyen, pero sin limitación: (X97557; Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus faecium), y 
(U49260; Homo sapiens).

5.2.5.7 Conversión de IPP en DMAPP50

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede convertir el IPP generado a través de la ruta de MEV en dimetilalil pirofosfato (DMAPP), por 
ejemplo, una IPP isomerasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha enzima 
incluyen, pero sin limitación: (NC_000913, 3031087.3031635; Escherichia coli), y (AF082326; Haematococcus 55
pluvialis).

5.2.5.8 Poliprenil sintasas

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que 60
codifica una poliprenil sintasa que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar compuestos de 
poliprenilo que contienen más de cinco carbonos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede condensar una molécula de IPP con una molécula de DMAPP para formar una molécula de 65
geranil pirofosfato ("GPP"), por ejemplo, una GPP sintasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos 
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que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: (A513111; Abies grandis), (AF513112; Abies grandis),
(AF513113; Abies grandis), (AY534686; Antirrhinum majus), (AY534687; Antirrhinum majus), (Y17376; Arabidopsis 
thaliana), (AE016877, Locus AP11092; Bacillus cereus; ATCC 14579), (AJ243739; Citrus sinensis), (AY534745; 
Clarkia breweri), (AY953508; Ips pini), (DQ286930; Lycopersicon esculentum), (AF182828; Mentha x piperita),
(AF182827; Mentha x piperita), (MPI249453; Mentha x piperita), (PZE431697, Locus CAD24425; Paracoccus 5
zeaxanthinifaciens), (AY866498; Picrorhiza kurrooa), (AY351862; Vitis vinifera), y (AF203881, Locus AAF12843; 
Zymomonas mobilis).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica 
una enzima que puede condensar dos moléculas de IPP con una molécula de DMAPP, o añadir una molécula de 10
IPP a una molécula de GPP, para formar una molécula de farnesil pirofosfato ("FPP"), por ejemplo, una FPP sintasa. 
Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: 
(ATU80605; Arabidopsis thaliana), (ATHFPS2R; Arabidopsis thaliana), (AAU36376; Artemisia annua), (AF461050; 
Bos taurus), (D00694; Escherichia coli K-12), (AE009951, Locus AAL95523; Fusobacterium nucleatum subsp. 
nucleatum ATCC 25586), (GFFPPSGEN; Gibberella fujikuroi), (CP000009, Locus AAW60034; Gluconobacter 15
oxydans 621H), (AF019892; Helianthus annuus), (HUMFAPS; Homo sapiens), (KLPFPSQCR; Kluyveromyces lactis),
(LAU15777; Lupinus albus), (LAU20771; Lupinus albus), (AF309508; Mus musculus), (NCFPPSGEN; Neurospora 
crassa), (PAPS1; Parthenium argentatum), (PAFPS2; Parthenium argentatum), (RATFAPS; Rattus norvegicus),
(YSCFPP; Saccharomyces cerevisiae), (D89104; Schizosaccharomycespombe), (CP000003, Locus AAT87386; 
Streptococcus pyogenes), (CP000017, Locus AAZ51849; Streptococcus pyogenes), (NC_008022, Locus 20
YP_598856; Streptococcus pyogenes MGAS10270), (NC_008023, Locus YP_600845; Streptococcus pyogenes 
MGAS2096), (NC_008024, Locus YP_602832; Streptococcus pyogenes MGAS10750), (MZEFPS; Zea mays), 
(AE000657, Locus AAC06913; Aquifex aeolicus VF5), (NM_202836; Arabidopsis thaliana), (D84432, Locus 
BAA12575; Bacillus subtilis), (U12678, Locus AAC28894; Bradyrhizobium japonicum USDA 110), (BACFDPS; 
Geobacillus stearothermophilus), (NC_002940, Locus NP_873754; Haemophilus ducreyi 35000HP), (L42023, Locus 25
AAC23087; Haemophilus influenzae Rd KW20), (J05262; Homo sapiens), (YP_395294; Lactobacillus sakei subsp. 
sakei 23K), (NC_005823, Locus YP_000273; Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz L1-130), 
(AB003187; Micrococcus luteus), (NC_002946, Locus YP_208768; Neisseria gonorrhoeae FA 1090), (U00090, 
Locus AAB91752; Rhizobium sp. NGR234), (J05091; Saccharomyces cerevisiae), (CP000031, Locus AAV93568; 
Silicibacter pomeroyi DSS-3), (AE008481, Locus AAK99890; Streptococcus pneumoniae R6) y (NC_004556, Locus 30
NP 779706; Xylella fastidiosa Temecula1).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que 
codifica una enzima que puede combinar IPP y DMAPP o IPP y FPP para formar geranilgeranil pirofosfato ("GGPP"). 
Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleótidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitación: 35
(ATHGERPYRS; Arabidopsis thaliana), (BT005328; Arabidopsis thaliana), (NM_119845; Arabidopsis thaliana),
(NZ_AAJM01000380, Locus ZP_00743052; Bacillus thuringiensis serovar israelensis, ATCC 35646 sq1563), 
(CRGGPPS; Catharanthus roseus), (NZ_AABF02000074, Locus ZP_00144509; Fusobacterium nucleatum subsp. 
vincentii, ATCC 49256), (GFGGPPSGN; Gibberella fujikuroi), (AY371321; Ginkgo biloba), (AB055496; Hevea 
brasiliensis), (AB017971; Homo sapiens), (MCI276129; Mucor circinelloides f. lusitanicus), (AB016044; Mus 40
musculus), (AABX01000298, Locus NCU01427; Neurospora crassa), (NCU20940; Neurospora crassa),
(NZ_AAKL01000008, Locus ZP_00943566; Ralstonia solanacearum UW551), (AB118238; Rattus norvegicus),
(SCU31632; Saccharomyces cerevisiae), (AB016095; Synechococcus elongates), (SAGGPS; Sinapis alba),
(SSOGDS; Sulfolobus acidocaldarius), (NC_007759, Locus YP_461832; Syntrophus aciditrophicus SB), 
(NC_006840, Locus YP_204095; Vibrio fischeri ES 114), (NM_112315; Arabidopsis thaliana), (ERWCRTE; Pantoea 45
agglomerans), (D90087, Locus BAA14124; Pantoea ananatis), (X52291, Locus CAA36538; Rhodobacter 
capsulatus), (AF195122, Locus AAF24294; Rhodobacter sphaeroides), y (NC_004350, Locus NP_721015; 
Streptococcus mutans UA159).

5.2.5.9 Síntesis de terpeno50

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que 
codifica una enzima que puede modificar un poliprenilo para formar un hemiterpeno, un monoterpeno, un 
sesquiterpeno, un diterpeno, un triterpeno, un tetraterpeno, un politerpeno, un compuesto esteroide, un carotenoide 
o un compuesto de isoprenoide modificado.55

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una careno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (AF461460, REGION 43.1926; Picea abies) y 
(AF527416, REGION: 78,1871; Salvia stenophylla).

60
En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una geraniol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (AJ457070; Cinnamomum tenuipilum),
(AY362553; Ocimum basilicum), (DQ234300; Perilla frutescens cepa 1864), (DQ234299; Perilla citriodora cepa 
1861), (DQ234298; Perilla citriodora cepa 4935), y (DQ088667; Perilla citriodora).

65
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En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una linalool sintasa. Los ejemplos ilustrativos de una 
secuencia de nucleótidos adecuada incluyen, pero sin limitación: (AF497485; Arabidopsis thaliana), (AC002294, 
Locus AAB71482; Arabidopsis thaliana), (AY059757; Arabidopsis thaliana), (NM_104793; Arabidopsis thaliana),
(AF154124; Artemisia annua), (AF067603; Clarkia breweri), (AF067602; Clarkia concinna), (AF067601; Clarkia 
breweri), (U58314; Clarkia breweri), (AY840091; Lycopersicon esculentum), (DQ263741; Lavandula angustifolia),5
(AY083653; Mentha citrate), (AY693647; Ocimum basilicum), (XM_463918; Oryza sativa), (AP004078, Locus 
BAD07605; Oryza sativa), (XM_463918, Locus XP_463918; Oryza sativa), (AY917193; Perilla citriodora),
(AF271259; Perilla frutescens), (AY473623; Picea abies), (DQ195274; Picea sitchensis), y (AF444798; Perilla 
frutescens var. crispa cultivar No. 79).

10
En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una limoneno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (+)-limoneno sintasas (AF514287, REGION: 
47,1867; Citrus limon) y (AY055214, REGION: 48,1889; Agastache rugosa) y (-)-limoneno sintasas (DQ195275, 
REGION: 1,1905; Picea sitchensis), (AF006193, REGION: 73,1986; Abies grandis), y (MHC4SLSP, REGION: 
29,1828; Mentha spicata).15

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una mirceno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (U87908; Abies grandis), (AY195609; Antirrhinum 
majus), (AY195608; Antirrhinum majus), (NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (NM_113485; Arabidopsis 
thaliana ATTPS-CIN), (NM_113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (AF271259; Perilla frutescens), (AY473626; 20
Picea abies), (AF369919; Picea abies), y (AJ304839; Quercus ilex).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una ocimeno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (AY195607; Antirrhinum majus), (AY195609; 
Antirrhinum majus), (AY195608; Antirrhinum majus), (AK221024; Arabidopsis thaliana), (M_113485; Arabidopsis 25
thaliana ATTPS-CIN), (NM_113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NM_117775; Arabidopsis thaliana
ATTPS03), (NM_001036574; Arabidopsis thaliana ATTPS03), (NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10), 
(AB110642; Citrus unshiu CitMTSL4), y (AY575970; Lotus corniculatus var. japonicus).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una α-pineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 30
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (+) α-pineno sintasa (AF543530, REGION: 
1,1887; Pinus taeda), (-)α-pineno sintasa (AF543527, REGION: 32,1921; Pinus taeda), y (+)/(-)α-pineno sintasa 
(AGU87909, REGION: 6111892; Abies grandis).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una β-pineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 35
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (-) β-pineno sintasas (AF276072, REGION: 
1,1749; Artemisia annua) y (AF514288, REGION: 26,1834; Citrus limon).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una sabineno sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una 
secuencia de nucleótidos adecuada incluye, pero sin limitación, AF051901, REGION: 26.1798 de Salvia officinalis.40

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una γ-terpineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen: (AF514286, REGION: 30.1832 de Citrus limon) y (AB110640, 
REGION 1.1803 de Citrus unshiu).

45
En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una terpinoleno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de una 
secuencia de nucleótidos adecuada incluyen, pero sin limitación: (AY693650 de Oscimum basilicum) y (AY906866, 
REGION: 10.1887 de Pseudotsuga menziesii).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una amorfadieno sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una 50
secuencia de nucleótidos adecuada es la SEQ ID NO. 37 de la Publicación de Patente de Estados Unidos n.º 
2004/0005678.

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una α-farneseno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación, DQ309034 de Pyrus communis cultivar d’Anjou55
(pera; nombre del gen AFS1) y AY182241 de Malus domestica (manzana; gen AFS1). Pechouus et al., Planta 
219(1): 84-94 (2004).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una β-farneseno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación, el número de registro AF024615 de Mentha x 60
piperita (menta; gen Tspa11) y AY835398 de Artemisia annua. Picaud et al., Phytochemistry 66(9): 961-967 (2005).

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una farnesol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación, el número de registro AF529266 de Zea mays e 
YDR481C de Saccharomyces cerevisiae (gen Pho8). Song, L., Applied Biochemistry and Biotechnology 128:149-158 65
(2006).
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En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una nerolidol sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una 
secuencia de nucleótidos adecuada incluye, pero sin limitación, AF529266 de Zea mays (maíz; gen tps1).
En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una patchouliol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación AY508730 REGION: 1.1659 de Pogostemon 
cablin.5

En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una nootkatona sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación AF441124 REGION: 1.1647 de Citrus sinensis y 
AY917195 REGION: 1.1653 de Perilla frutescens.

10
En algunas realizaciones, el nucleótido heterólogo codifica una abietadieno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de 
secuencias de nucleótidos adecuadas incluyen, pero sin limitación: (U50768; Abies grandis) y (AY473621; Picea 
abies).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un isoprenoide C5. Estos compuestos proceden de una 15
unidad de isopreno y también se denominan hemiterpenos. Un ejemplo ilustrativo de un hemiterpeno es isopreno. En 
otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide C10. Estos compuestos proceden de dos unidades de isopreno 
y también se denominan monoterpenos. Son ejemplos ilustrativos de monoterpenos limoneno, citranelol, geraniol, 
mentol, alcohol perilílico, linalool, tujona y mirceno. En otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide C15. 
Estos compuestos proceden de tres unidades de isopreno y también se denominan sesquiterpenos. Son ejemplos 20
ilustrativos de sesquiterpenos periplanona B, ginkgólido B, amorfadieno, artemisinina, ácido artemisínico, valenceno, 
nootkatona, epi-cedrol, epi-aristoloqueno, farnesol, gosipol, sanonina, periplanona, forscolina y patchoulol (que 
también se conoce como alcohol de patchouli). En otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide C20. Estos 
compuestos proceden de cuatro unidades de isopreno y también se denominan diterpenos. Son ejemplos ilustrativos 
de diterpenos casbeno, eleuterobina, paclitaxel, prostratina, pseudopterosina y taxadieno. En otros ejemplos, el 25
isoprenoide es un isoprenoide C20+. Estos compuestos proceden de más de cuatro unidades de isopreno e incluyen: 
triterpenos (compuestos de isoprenoide C30 derivados de 6 unidades de isopreno) tales como arbrusidaE, 
bruceantina, testosterona, progesterona, cortisona, digitoxina y escualeno; tetraterpenos (compuestos isoprenoides 
C40 derivados de 8 isoprenoides) tales como β-caroteno; y politerpenos (compuestos isoprenoides C40+ derivados de 
más de 8 unidades de isopreno) tales como poliisopreno. En algunas realizaciones, el isoprenoide se selecciona del 30
grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, α-farneseno, β-farneseno, farnesol, geraniol, 
geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno, patchoulol, β-pineno, sabineno, γ-
terpineno, terpinoleno y valenceno. Los compuestos de isoprenoide también incluyen, pero sin limitación, 
carotenoides (tales como licopeno, α- y β-caroteno, α- y β-criptoxantina, bixina, zeaxantina, astaxantina y luteína), 
compuestos esteroides y compuestos que están compuestos de isoprenoides modificados por otros grupos 35
químicos, tales como terpeno-alcaloides mixtos y coenzima Q-10.

5.3 Métodos para fabricar células modificadas genéticamente

En la presente invención también se proporcionan métodos para producir una célula hospedadora que está 40
modificada por ingeniería genética para comprender una o más de las modificaciones descritas anteriormente, por 
ejemplo, uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más enzimas seleccionadas entre ADA, HMG-
CoA reductasa que usa NADH, AACS, PK, PTA y otras enzimas de la ruta de mevalonato. La expresión de una 
enzima heteróloga en una célula hospedadora puede conseguirse introduciendo en las células hospedadoras un 
ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la enzima bajo el control de elementos 45
reguladores que permiten la expresión en la célula hospedadora. En algunas realizaciones, el ácido nucleico es un 
plásmido extracromosómico. En otras realizaciones, el ácido nucleico es un vector de integración cromosómico que 
puede integrar la secuencia de nucleótidos en el cromosoma de la célula hospedadora.

Los ácidos nucleicos que codifican estas proteínas pueden introducirse en la célula hospedadora por cualquier 50
método conocido por un experto en la materia sin limitación (véase, por ejemplo, Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 75: 1292-3; Cregg et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376-3385; Goeddel et al. eds, 1990, Methods in 
Enzymology, vol. 185, Academic Press, Inc., CA; Krieger, 1990, Gene Transfer and Expression -- A Laboratory 
Manual, Stockton Press, NY; Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, NY; y Ausubel et al., eds. , Edición actual, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 55
Associates and Wiley Interscience, NY). Las técnicas ejemplares incluyen, pero sin limitación, formación de 
esferoplastos, electroporación, transformación mediada por PEG 1000 y transformación mediada por acetato de litio 
o cloruro de litio.

El número de copias de una enzima en una célula hospedadora puede alterarse modificando la transcripción del gen 60
que codifica la enzima. Esto puede conseguirse, por ejemplo, modificando el número de copias de la secuencia de 
nucleótidos que codifica la enzima (por ejemplo, mediante el uso de un vector de expresión de mayor o menor 
número de copias que comprende la secuencia de nucleótidos, o mediante la introducción de copias adicionales de 
la secuencia de nucleótidos en el genoma de la célula hospedadora o mediante deleción o rotura de la secuencia de 
nucleótidos en el genoma de la célula hospedadora), mediante el cambio del orden de secuencias codificantes en un 65
ARNm policistrónico de un operón o la ruptura de un operón en genes individuales cada uno con su propio elemento 
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de control, o mediante el aumento de la fuerza del promotor u operador al que se une operativamente la secuencia 
de nucleótidos. Como alternativa o además, el número de copias de una enzima en una célula hospedadora puede 
alterarse modificando el nivel de traducción de un ARNm que codifica la enzima. Esto puede conseguirse, por
ejemplo, modificando la estabilidad del ARNm, modificando la secuencia del sitio de unión a ribosomas, modificando 
la distancia o secuencia entre el sitio de unión a ribosomas y el codón de iniciación de la secuencia codificante de la 5
enzima, modificando la región intercistrónica entera localizada "cadena arriba de" o adyacente al lado 5' del codón 
de iniciación de la región codificante de la enzima, estabilizando el extremo 3' del transcrito de ARNm usando 
horquillas y secuencias especializadas, modificando el uso de codones de la enzima, alterando la expresión de ARNt 
de codones raros usados en la biosíntesis de la enzima y/o aumentando la estabilidad de la enzima, tal como, por 
ejemplo, mediante mutación de su secuencia codificante.10

La actividad de una enzima en una célula hospedadora puede alterarse de varias formas, incluyendo, pero sin 
limitación, expresando una forma modificada de la enzima que presenta mayor o menor solubilidad en la célula 
hospedadora, expresando una forma alterada de la enzima que carece de un dominio a través del cual se inhibe la 
actividad de la enzima, expresando una forma modificada de la enzima que tiene un valor de Kcat mayor o menor o 15
un valor de Km mayor o menor por el sustrato, o expresando una forma alterada de la enzima que está más o menos 
afectada por retroalimentación o compensación por otra molécula en la ruta.

En algunas realizaciones, un ácido nucleico usado para modificar genéticamente una célula hospedadora 
comprende uno o más marcadores de selección útiles para la selección de células hospedadoras transformadas y 20
para aplicar presión selectiva sobre la célula hospedadora para mantener el ADN extraño.

En algunas realizaciones, el marcador de selección es un marcador de resistencia a antibióticos. Los ejemplos 
ilustrativos de marcadores de resistencia a antibióticos incluyen, pero sin limitación, los productos génicos de BLA, 
NAT1, PAT, AUR1-C, PDR4, SMR1, CAT, dhfr de ratón, HPH, DSDA, KANr y SH BLE. El producto génico de BLA de 25
E. coli confiere resistencia a antibióticos beta-lactámicos (por ejemplo, cefalosporinas de espectro reducido, 
cefamicinas y carbapenems (ertapenem), cefamandol y cefoperazona) y a todas las penicilinas contra bacterias 
gram negativas excepto temocilina; el producto génico de NAT1 de S. noursei confiere resistencia a nourseotricina; 
el producto génico de PAT de Tu94 de Sviridochromogenes confiere resistencia a bialofos; el producto génico de 
AUR1-C de Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a Auerobasidina A (AbA); el producto génico de PDR4 30
confiere resistencia a cerulenina; el producto génico de SMR1 confiere resistencia a sulfometuron metil; el producto 
génico de CAT del transposón Tn9 confiere resistencia a cloranfenicol; el producto génico de dhfr de ratón confiere 
resistencia a metotrexato; el producto génico de HPH de Klebsiella pneumonia confiere resistencia a Higromicina B; 
el producto génico de DSDA de E. coli permite que las células crezcan en placas con D-serina como única fuente de 
nitrógeno; el gen KANr del transposón Tn903 confiere resistencia a G418; y el producto génico de SH BLE de 35
Streptoalloteichus hindustanus confiere resistencia a Zeocina (bleomicina). En algunas realizaciones, el marcador de 
resistencia a antibiótico se deleciona después de aislar la célula hospedadora modificada genéticamente desvelada 
en el presente documento.

En algunas realizaciones, el marcador de selección rescata una auxotrofia (por ejemplo, una auxotrofia nutricional) 40
en el microorganismo modificado genéticamente. En dichas realizaciones, un microorganismo parental comprende 
una alteración funcional en uno o más productos génicos que funcionan en una ruta biosintética de aminoácidos o 
nucleótidos y que, cuando no es funcional, hace que una célula parental sea incapaz de crecer en medio sin 
complementación con uno o más nutrientes. Dichos productos génicos incluyen, pero sin limitación, los productos 
génicos de HIS3, LEU2, LYS1, LYS2, MET15, TRP1, ADE2 y URA3 en levadura. El fenotipo auxotrófico después 45
puede rescatarse transformando la célula parental con un vector de expresión o construcción de integración 
cromosómica que codifica una copia funcional del producto génico alterado, y la célula hospedadora modificada 
genéticamente generada puede seleccionarse basándose en la pérdida del fenotipo auxotrófico de la célula parental. 
La utilización de los genes URA3, TRP1 y LYS2 como marcadores de selección tiene una notable ventaja ya que 
son posibles las selecciones tanto positivas como negativas. La selección positiva se realiza por complementación50
auxotrófica de las mutaciones en URA3, TRP1 y LYS2, mientras que la selección negativa se basa en inhibidores 
específicos, es decir, ácido 5-fluoro-orótico (FOA), ácido 5-fluoroantranílico y ácido aminoadípico (aAA), 
respectivamente, que impiden el crecimiento de las cepas prototróficas pero permite el crecimiento de los mutantes 
de URA3, TRP1 y LYS2, respectivamente. En otras realizaciones, el marcador de selección rescata otras 
deficiencias o no letales o fenotipos que pueden identificarse por un método de selección conocido.55

En el presente documento se describen genes y proteínas específicas útiles en los métodos, composiciones y 
organismos de la divulgación; sin embargo, se reconocerá que no es necesaria una identidad absoluta con dichos 
genes. Por ejemplo, pueden realizarse cambios en un gen o polinucleótido particular que comprende una secuencia 
que codifica un polipéptido o enzima, y explorarse con respecto a la actividad. Típicamente, dichos cambios 60
comprenden mutaciones conservativas y mutaciones silenciosas. Dichos polinucleótidos y polipéptidos modificados 
o mutados pueden seleccionarse con respecto a la expresión de una enzima funcional usando métodos conocidos 
en la técnica.
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Debido a la degeneración intrínseca del código genético, también pueden usarse otros polinucleótidos que codifican 
sustancialmente los mismos polipéptidos o polipéptidos funcionalmente equivalentes para clonar y expresar los 
polinucleótidos que codifican dichas enzimas.

Como entenderán los expertos en la materia, puede ser ventajoso modificar una secuencia codificante para 5
potenciar su expresión en un hospedador particular. El código genético es redundante con 64 codones posibles, 
pero la mayoría de los organismos típicamente usan una subserie de estos codones. Los codones que se utilizan 
con más frecuencia en una especie se denominan codones óptimos, y los no utilizados con mucha frecuencia se 
clasifican como codones ratos o de bajo uso. Los codones pueden sustituirse para reflejar el uso de codones 
preferido del hospedador, en un proceso algunas veces denominado "optimización de codones" o "control de sesgo 10
de codones entre especies".

Pueden prepararse secuencias codificantes optimizadas que contienen codones preferidos por un hospedador 
procariota o eucariota (Murray et al., 1989, Nucl Acids Res. 17: 477-508), por ejemplo, para aumentar la velocidad de 
traducción o para producir transcritos de ARN recombinante que tengan propiedades deseables, tales como una 15
mayor semivida, en comparación con los transcritos producidos a partir de una secuencia no optimizada. También 
pueden modificarse codones de terminación de la traducción para reflejar la preferencia por el hospedador. Por 
ejemplo, son codones de terminación típicos para S. cerevisiae y mamíferos UAA y UGA, respectivamente. El codón 
de terminación típico para plantas monocotiledóneas es UGA, mientras que los insectos y E. coli normalmente usan 
UAA como codón de terminación (Dalphin et al., 1996, Nucl Acids Res. 24: 216-8).20

Los expertos en la materia reconocerán que, debido a la naturaleza degenerada del código genético, puede usarse 
una diversidad de moléculas de ADN que difieren en sus secuencias de nucleótidos para codificar una enzima dada 
de la divulgación. La secuencia de ADN nativa que codifica las enzimas biosintéticas descritas anteriormente se 
menciona en el presente documento simplemente para ilustrar una realización de la divulgación, y la divulgación 25
incluye moléculas de ADN de cualquier secuencia que codifica las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos y 
proteínas de las enzimas utilizadas en los métodos de la divulgación. De forma similar, un polipéptido típicamente 
puede tolerar una o más sustituciones, deleciones e inserciones de aminoácidos en su secuencia de aminoácidos 
sin pérdida o pérdida significativa de una actividad deseada. La divulgación incluye tales polipéptidos con 
secuencias de aminoácidos diferentes a las de las proteínas específicas descritas en el presente documento siempre 30
que los polipéptidos modificados o variantes tengan la actividad anabólica o catabólica enzimática del polipéptido de 
referencia. Además, las secuencias de aminoácidos codificadas por las secuencias de ADN mostradas en el 
presente documento simplemente ilustran realizaciones de la divulgación.

Además, la divulgación incluye homólogos de enzimas útiles para las composiciones y métodos proporcionados en 35
el presente documento. En algunas realizaciones, dos proteínas (o una región de las proteínas) son sustancialmente 
homólogas cuando las secuencias de aminoácidos tienen al menos aproximadamente un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad. Para 
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoácidos, o de dos secuencias de ácido nucleico, las 
secuencias se alinean con el objetivo de realizar una comparación óptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos 40
en una o en ambas de una primera y una segunda secuencias de aminoácidos o de ácido nucleico para un 
alineamiento óptimo y pueden descartarse secuencias no homólogas con fines comparativos). En una realización, la 
longitud de una secuencia de referencia alineada con fines comparativos es al menos un 30 %, típicamente al menos 
un 40 %, más típicamente al menos un 50 %, incluso más típicamente al menos un 60 % e incluso más típicamente 
al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los restos 45
de aminoácido o nucleótidos en posiciones de aminoácidos o posiciones de nucleótidos correspondientes. Cuando 
una posición en la primera secuencia está ocupada por el mismo resto de aminoácido o nucleótido que la posición 
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posición (como se usa en el 
presente documento, "identidad" de aminoácido o ácido nucleico es equivalente a "homología" de aminoácido o 
ácido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una función del número de posiciones 50
idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos, y la longitud de cada hueco, que 
necesita introducirse para un alineamiento óptimo de las dos secuencias.

Cuando se usa "homólogo" haciendo referencia a proteínas o péptidos, se reconoce que las posiciones de restos 
que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones de aminoácidos conservativas. Una "sustitución de 55
aminoácidos conservativa" es una en la que un resto de aminoácidos se sustituye por otro resto de aminoácido que 
tiene una cadena lateral (grupo R) con propiedades químicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobia). En general, 
una sustitución de aminoácidos conservativa no cambiará sustancialmente las propiedades funcionales de una 
proteína. En los casos en los que dos o más secuencias de aminoácidos difieren entre sí por sustituciones 
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia o grado de homología puede ajustarse hacia arriba para 60
corregir la naturaleza conservativa de la sustitución. Los medios para realizar este ajuste son bien conocidos para 
los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Pearson W. R., 1994, Methods in Mol Biol 25: 365-89).

Cada uno de los seis grupos siguientes contienen aminoácidos que son sustituciones conservativas entre sí: 1) 
Serina (S), Treonina (T); 2) Ácido Aspártico (D), Ácido Glutámico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina 65
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(R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Alanina (A), Valina (V), y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptófano 
(W).

La homología de secuencia para polipéptidos, que también se denomina porcentaje de identidad de secuencia, se 
mide típicamente usando un software de análisis de secuencias. Un algoritmo típico usado que compara la 5
secuencia de una molécula con una base de datos que contiene un gran número de secuencias de diferentes 
organismos es el programa informático BLAST. Cuando se busca una base de datos que contiene secuencias de un 
gran número de organismos diferentes, es típico comparar secuencias de aminoácidos.

Además, cualquiera de los genes que codifican las enzimas anteriores (o cualquier otra mencionada en el presente 10
documento) (o cualquiera de los elementos reguladores que controlan o modulan su expresión)) puede optimizarse 
por técnicas de modificación por ingeniería genética/de proteínas, tales como evolución dirigida o mutagénesis 
racional, que se conocen por los expertos en la materia. Dicha acción permite a los expertos en la materia optimizar 
las enzimas para su expresión y actividad en levaduras.

15
Además, pueden identificarse genes que codifican estas enzimas a partir de otras especies fúngicas y bacterianas y 
pueden expresarse para la modulación de esta ruta. Una diversidad de organismos podrían servir como fuentes para 
estas enzimas, incluyendo, pero sin limitación, Saccharomyces spp., incluyendo S. cerevisiae y S. uvarum, 
Kluyveromyces spp., incluyendo K. thermotolerans, K. lactis, y K. marxianus, Pichia spp., Hansenula spp., incluyendo 
H. polymorpha, Candida spp., Trichosporon spp., Yamadazyma spp., incluyendo Y. spp. stipitis, Torulaspora 20
pretoriensis, Issatchenkia orientalis, Schizosaccharomyces spp., incluyendo S. pombe, Cryptococcus spp., 
Aspergillus spp., Neurospora spp., o Ustilago spp. Las fuentes de genes de hongos anaerobios incluyen, pero sin 
limitación, Piromyces spp., Orpinomyces spp., o Neocallimastix spp. Las fuentes de enzimas procariotas que son 
útiles incluyen, pero sin limitación, Escherichia. coli, Zymomonas mobilis, Staphylococcus aureus, Bacillus spp., 
Clostridium spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas spp., Lactococcus spp., Enterobacter spp., y Salmonella spp.25

Las técnicas conocidas por los expertos en la materia pueden ser adecuadas para identificar genes homólogos y 
enzimas homólogas adicionales. En general, los genes análogos y/o las enzimas análogas pueden identificarse por 
análisis funcional y tendrán similitudes funcionales. Para identificar genes análogos y enzimas análogas pueden ser 
adecuadas técnicas conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, para identificar genes, proteínas o 30
enzimas homólogas o análogas a ADA, las técnicas pueden incluir, pero sin limitación, la clonación de un gen por 
PCR usando cebadores basados en una secuencia publicada de un gen/enzima ADA o mediante PCR degenerada 
usando cebadores degenerados diseñados para amplificar una región conservada entre genes de ADA. Además, un 
experto en la materia puede usar técnicas para identificar genes, proteínas o enzimas homólogas o análogas con 
homología o similitud funcional. Las técnicas incluyen el examen de una célula o cultivo celular con respecto a la 35
actividad catalítica de una enzima a través de un ensayo enzimático in vitro de dicha actividad (por ejemplo, como se 
describe en el presente documento o en Kiritani, K., Branched-chain Amino Acids Methods Enzymology, 1970), 
después el aislamiento de la enzima con dicha actividad mediante purificación, La determinación de la secuencia 
proteica de la enzima mediante técnicas tales como degradación de Edman, el diseño de cebadores de PCR para la 
secuencia de ácido nucleico probable, La amplificación de dicha secuencia de ADN a través de PCR y clonación de 40
dicha secuencia de ácido nucleico. Para identificar a genes homólogos o similares y/o enzimas homólogas o 
similares, genes análogos y/o enzimas o proteínas análogas, las técnicas también incluyen la comparación de datos 
relacionados con un gen o enzima candidata con bases de datos tales como BRENDA, KEGG o MetaCYC. El gen o 
enzima candidata puede identificarse dentro de las bases de datos mencionadas anteriormente de acuerdo con las 
enseñanzas del presente documento.45

5.4 Métodos para producir isoprenoides

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para la producción de un isoprenoide, 
comprendiendo el método las etapas de: (a) cultivar una población de cualquiera de las células hospedadoras 50
modificadas genéticamente descritas en el presente documento en un medio con una fuente de carbono en 
condiciones adecuadas para fabricar un compuesto isoprenoide; y (b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del 
medio.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una o más modificaciones 55
seleccionadas del grupo que consiste en: expresión heteróloga de una ADA, expresión heteróloga de una HMG-CoA 
reductasa que usa NADH, expresión heteróloga de una AACS, expresión heteróloga de una fosfocetolasa, expresión 
heteróloga de una fosfotransacetilasa y expresión heteróloga de una o más enzimas de la ruta de mevalonato; y la 
célula hospedadora modificada genéticamente produce una cantidad aumentada del compuesto isoprenoide en 
comparación con una célula parental que no comprende dichas una o más modificaciones, o una célula parental que 60
comprende solo una subserie de dichas una o más modificaciones de la célula hospedadora modificada 
genéticamente, pero por lo demás es genéticamente idéntica. En algunas realizaciones, la cantidad aumentada es al 
menos un 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 100 % o mayor del 100 %, medida, por ejemplo, en rendimiento, producción, productividad, en 
gramos por litro de cultivo celular, miligramos por gramo de peso celular seco, en una base por unidad de volumen 65
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de cultivo celular, en una base por unidad de peso celular seco, en una base por unidad de volumen de cultivo 
celular por unidad de tiempo, o en una base por unidad de peso celular seco por unidad de tiempo.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es mayor que 
aproximadamente 10 gramos por litro de medio de fermentación. En algunas de dichas realizaciones, el isoprenoide 5
se produce en una cantidad de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 gramos, mayor de aproximadamente 15 
gramos, mayor de aproximadamente 20 gramos, mayor de aproximadamente 25 gramos o mayor de 
aproximadamente 30 gramos por litro de cultivo celular.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es mayor que 10
aproximadamente 50 miligramos por gramo de peso celular seco. En algunas de dichas realizaciones, el isoprenoide 
se produce en una cantidad de aproximadamente 50 a aproximadamente 1500 miligramos, mayor de 
aproximadamente 100 miligramos, mayor de aproximadamente 150 miligramos, mayor de aproximadamente 200 
miligramos, mayor de aproximadamente 250 miligramos, mayor de aproximadamente 500 miligramos, mayor de 
aproximadamente 750 miligramos o mayor de aproximadamente 1000 miligramos por gramo de peso celular seco.15

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos 
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos 
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos 
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos 20
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos 
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos 
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos 
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al 25
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces 
o al menos aproximadamente 1.000 veces o más, mayor que el nivel de isoprenoide producido por una célula 
parental, en una base por unidad de volumen de cultivo celular.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos 30
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos 
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos 
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos 
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos 
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos 35
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos 
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al 
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces 
o al menos aproximadamente 1.000 veces o más, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental, 40
en una base por unidad de peso celular seco.

En algunas realizaciones, la células hospedadora produce un nivel elevado de un isoprenoide que es al menos 
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos 
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos 45
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos 
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos 
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos 
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos 50
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al 
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces 
o al menos aproximadamente 1.000 veces o más, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental, 
en una base por unidad de volumen de cultivo celular por unidad de tiempo.

55
En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos 
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos 
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos 
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos 
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos 60
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos 
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos 
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al 
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces 65
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o al menos aproximadamente 1.000 veces o más, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental, 
en una base por unidad de peso celular seco por unidad de tiempo.

En la mayoría de las realizaciones, la producción del nivel elevado de isoprenoide por la célula hospedadora es 
inducible por un compuesto de inducción. Dicha célula hospedadora puede manipularse con facilidad en ausencia 5
del compuesto de inducción. El compuesto de inducción después se añade para inducir la producción del nivel 
elevado de isoprenoide por la célula hospedadora. En otras realizaciones, la producción del nivel elevado de 
isoprenoide por la célula hospedadora es inducible mediante el cambio de las condiciones de cultivo, tales como, por 
ejemplo, la temperatura de crecimiento, los constituyentes del medio y similares.

10
5.4.1 Medio y condiciones de cultivo

Los materiales y métodos para el mantenimiento y crecimiento de cultivos microbianos son bien conocidos para los 
expertos en la materia de la microbiología o ciencia de fermentación (véase por ejemplo, Bailey et al., Biochemical 
Engineering Fundamentals, segunda edición, McGraw Hill, Nueva York, 1986). Debe darse consideración al medio 15
de cultivo apropiado, al pH, a la temperatura y a los requisitos para condiciones aerobias, microaerobias o 
anaerobias, dependiendo de los requisitos específicos de la célula hospedadora, la fermentación y el proceso.

Los métodos de producción de isoprenoides proporcionados en el presente documento pueden realizarse en un 
medio de cultivo adecuado (por ejemplo, con o sin complementación con pantotenato) en un recipiente adecuado 20
incluyendo, pero sin limitación, una placa de cultivo celular, un matraz o un fermentador. Además, los métodos 
pueden realizarse a cualquier escala de fermentación conocida en la técnica que soporte la producción industrial de 
productos microbianos. Puede usarse cualquier fermentador adecuado incluyendo un fermentador de tanque 
agitado, un fermentador agitado por aire, un fermentador de burbujas o cualquier combinación de los mismos. En 
realizaciones particulares que utilizan Saccharomyces cerevisiae como célula hospedadora, las cepas pueden 25
cultivarse en un fermentador como se describe en detalle por Kosaric, et al, en Ullmann’s Encyclopedia of Industrial 
Chemistry, Sexta Edición, Volumen 12, páginas 398-473, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KDaA, Weinheim, 
Alemania.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo es cualquier medio de cultivo en el que puede subsistir un 30
microorganismo modificado genéticamente capaz de producir un isoprenoide, es decir, mantener el crecimiento y la 
viabilidad. En algunas realizaciones, el medio de cultivo es un medio acuoso que comprende fuentes asimilables de 
carbono, nitrógeno y fosfato. Dicho medio también puede incluir sales, minerales, metales y otros nutrientes 
apropiados. En algunas realizaciones, la fuente de carbono y cada uno de los nutrientes celulares esenciales, se 
añaden en cantidades crecientes o continuamente al medio de fermentación, y cada nutriente requerido se mantiene 35
esencialmente al nivel mínimo necesario para la asimilación eficaz por las células en crecimiento, por ejemplo, de 
acuerdo con una curva de crecimiento celular predeterminada basándose en la función metabólica o respiratoria de 
las células que convierten la fuente de carbono en una biomasa.

En la técnica son bien conocidas condiciones adecuadas y medios adecuados para cultivar microorganismos. En 40
algunas realizaciones, el medio adecuado se complementa con uno o más agentes adicionales, tales como, por 
ejemplo, un inductor (por ejemplo, cuando una o más secuencias de nucleótidos que codifican un producto génico 
están bajo el control de un promotor inducible), un represor (por ejemplo, cuando una o más secuencias de 
nucleótidos que codifican un producto génico están bajo el control de un promotor reprimible) o como un agente de 
selección (por ejemplo, un antibiótico para seleccionar microorganismos que comprenden las modificaciones 45
genéticas).

En algunas realizaciones, la fuente de carbono es un monosacárido (azúcar sencillo), un disacárido, un polisacárido, 
una fuente de carbono no fermentable o una o más combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de 
monosacáridos adecuados incluyen glucosa, galactosa, manosa, fructosa, ribosa y combinaciones de los mismos. 50
Los ejemplos no limitantes de disacáridos adecuados incluyen sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, celobiosa y 
combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de polisacáridos adecuados incluyen almidón, glucógeno, 
celulosa, quitina y combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de fuentes de carbono no fermentables 
adecuadas incluyen acetato y glicerol.

55
La concentración de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de cultivo debe promover el crecimiento 
celular, pero no tan alto que se reprima el crecimiento del microorganismo usado. Típicamente, los cultivos se 
realizan con una fuente de carbono, tal como glucosa, que se añade a niveles para conseguir el nivel deseado de 
crecimiento y biomasa, pero a niveles indetectables (siendo los límites de detección aproximadamente <0,1 g/l). En 
otras realizaciones, la concentración de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de cultivo es mayor de 60
aproximadamente 1 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente 2 g/l y, más preferentemente, mayor de 
aproximadamente 5 g/l. Además, la concentración de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de 
cultivo es típicamente menor de aproximadamente 100 g/l, preferentemente meno de aproximadamente 50 g/l y más 
preferentemente menor de aproximadamente 20 g/l. Debe indicarse que las referencias a las concentraciones de 
componentes de cultivo pueden referirse a las concentraciones de componentes iniciales y/o en curso. En algunos 65
casos, puede ser deseable dejar que en el medio de cultivo se agote la fuente de carbono durante el cultivo.
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Las fuentes de nitrógeno asimilable que pueden usarse en un medio de cultivo adecuado incluyen, pero sin 
limitación, fuentes de nitrógeno sencillas, fuentes de nitrógeno orgánico y fuentes de nitrógeno complejas. Dichas 
fuentes de nitrógeno incluyen amoniaco anhidro, sales de amonio y sustancias de origen animal, vegetal y/o 
microbiano. Las fuentes de nitrógeno adecuadas incluyen, pero sin limitación, hidrolizados de proteína, hidrolizados 
de biomasa microbiana, peptona, extracto de levadura, sulfato amónico, urea y aminoácidos. Típicamente, la 5
concentración de las fuentes de nitrógeno en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 0,1 g/l, 
preferentemente mayor de aproximadamente 0,25 g/l y más preferentemente mayor de aproximadamente 1,0 g/l. 
Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adición de una fuente de nitrógeno al medio de cultivo no es 
ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Como resultado, la concentración de las fuentes de nitrógeno 
en el medio de cultivo es menor de aproximadamente 20 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 10 g/l y, 10
más preferentemente, menor de aproximadamente 5 g/l. Además, en algunos casos puede ser deseable dejar que 
en el medio de cultivo se agoten las fuentes de nitrógeno durante el cultivo.

El medio de cultivo eficaz puede contener otros compuestos tales como sales inorgánicas, vitaminas, pequeñas 
cantidades de metales o promotores del crecimiento. Estos otros compuestos también pueden estar presentes en 15
fuentes de carbono, nitrógeno o minerales en el medio eficaz o pueden añadirse específicamente al medio.

El medio de cultivo también puede contener una fuente de fosfato adecuada. Dichas fuentes de fosfato incluyen 
fuentes de fosfato tanto inorgánico como orgánico. Las fuentes de fosfato preferidas incluyen, pero sin limitación, 
sales fosfato tales como fosfato sódico y potásico mono o dibásico, fosfato amónico y mezclas de los mismos. 20
Típicamente, la concentración de fosfato en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 1,0 g/l, 
preferentemente mayor de aproximadamente 2,0 g/l y, más preferentemente, mayor de aproximadamente 5,0 g/l. 
Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adición de fosfato al medio de cultivo no es ventajosa para el 
crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la concentración de fosfato en el medio de cultivo típicamente 
es menor de aproximadamente 20 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 15 g/l y, más preferentemente, 25
menor de aproximadamente 10 g/l.

Un medio de cultivo adecuado también puede incluir una fuente de magnesio, preferentemente en forma de una sal 
fisiológicamente aceptable, tal como sulfato de magnesio heptahidrato, aunque pueden usarse otras fuentes de 
magnesio en concentraciones que aportan cantidades similares de magnesio. Típicamente, la concentración de 30
magnesio en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 0,5 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente 
1,0 g/l y, más preferentemente, mayor de aproximadamente 2,0 g/l. Por encima de ciertas concentraciones, sin 
embargo, la adición de magnesio al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. 
Por consiguiente, la concentración de magnesio en el medio de cultivo típicamente es menor de aproximadamente 
10 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 5 g/l y, más preferentemente, menor de aproximadamente 3 g/l. 35
Además, en algunos casos puede ser deseable dejar que en el medio de cultivo se agote la fuente de magnesio 
durante el cultivo.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo también puede incluir un agente quelante biológicamente aceptable, tal 
como el dihidrato de citrato trisódico. En tales casos, la concentración de un agente quelante en el medio de cultivo 40
es mayor de aproximadamente 0,2 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente 0,5 g/l y más preferentemente 
mayor de aproximadamente 1 g/l. Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adición de un agente 
quelante al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la 
concentración de un agente quelante en el medio de cultivo típicamente es menor de aproximadamente 10 g/l, 
preferentemente menor de aproximadamente 5 g/l y, más preferentemente, menor de aproximadamente 2 g/l.45

El medio de cultivo también puede incluir inicialmente un ácido o base biológicamente aceptable para mantener el 
pH deseado del medio de cultivo. Los ácidos biológicamente aceptables incluyen, pero sin limitación, ácido 
clorhídrico, ácido sulfúrico, ácido nítrico, ácido fosfórico y mezclas de los mismos. Las bases biológicamente 
aceptables incluyen, pero sin limitación, hidróxido amónico, hidróxido sódico, hidróxido potásico y mezclas de los 50
mismos. En algunas realizaciones, la base usada es hidróxido amónico.

El medio de cultivo también puede incluir una fuente de calcio biológicamente aceptable, incluyendo, pero sin 
limitación, cloruro cálcico. Típicamente, la concentración de la fuente de calcio, tal como el cloruro cálcico, dihidrato, 
en el medio de cultivo está dentro del intervalo de aproximadamente 5 mg/l a aproximadamente 2000 mg/l, 55
preferentemente dentro del intervalo de aproximadamente 20 mg/l a aproximadamente 1000 mg/l y, más 
preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 50 mg/l a aproximadamente 500 mg/l.

El medio de cultivo también puede incluir cloruro sódico. Típicamente, la concentración de cloruro sódico en el medio 
de cultivo está dentro del intervalo de aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 5 g/l, preferentemente dentro del 60
intervalo de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l y, más preferentemente, en el intervalo de 
aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 4 g/l.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo también puede incluir pequeñas cantidades de metales. Dichas 
pequeñas cantidades de metales pueden añadirse al medio de cultivo como una solución madre que, por 65
comodidad, puede prepararse por separado del resto del medio de cultivo. Típicamente, la cantidad de dicha 
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solución con pequeñas cantidades de metales añadida al medio de cultivo es mayor de aproximadamente 1 ml/l, 
preferentemente mayor de aproximadamente 5 ml/l y más preferentemente mayor de aproximadamente 10 ml/l. Por 
encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adición de pequeñas cantidades de metales al medio de cultivo 
no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la cantidad de dicha solución de 
pequeñas cantidades de metales añadida al medio de cultivo típicamente es menor de aproximadamente 100 ml/l, 5
preferentemente menor de aproximadamente 50 ml/l y, más preferentemente, menor de aproximadamente 30 ml/l. 
Debe indicarse que, además de añadir pequeñas cantidades de metales en la solución madre, los componentes 
individuales pueden añadirse por separado, cada uno dentro de intervalos correspondientes independientemente a 
las cantidades de los componentes dictados por los intervalos anteriores de la solución de pequeñas cantidades de 
metales.10

El medio de cultivo puede incluir otras vitaminas, tales como pantotenato, biotina, calcio, pantotenato, inositol, 
piridoxina-HCl y tiamina-HCl. Dichas vitaminas pueden añadirse al medio de cultivo como una solución madre que, 
por comodidad, puede prepararse por separado del resto del medio de cultivo. Por encima de ciertas 
concentraciones, sin embargo, la adición de vitaminas al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los 15
microorganismos.

Los métodos de fermentación descritos en el presente documento pueden realizarse en modos de cultivo 
convencionales, que incluyen, pero sin limitación, discontinuo, discontinuo alimentado, reciclado celular, continuo y 
semicontinuo. En algunas realizaciones, la fermentación se realiza en modo discontinuo alimentado. En dicho caso, 20
algunos de los componentes del medio se agotan durante el cultivo, incluyendo el pantotenato durante la etapa de 
producción de la fermentación. En algunas realizaciones, el cultivo puede complementarse con concentraciones 
relativamente altas de dichos componentes al principio, por ejemplo, de la etapa de producción, de forma que el 
crecimiento y/o la producción de isoprenoides se soporten durante un periodo de tiempo antes de que se requieran 
las adiciones. Los intervalos preferidos de estos componentes se mantienen a lo largo de todo el cultivo realizando 25
adiciones hasta que los niveles se agoten por el cultivo. Los niveles de componentes en el medio de cultivo pueden 
monitorizarse, por ejemplo, mediante el muestreo del medio de cultivo periódicamente y ensayo de las 
concentraciones. Como alternativa, una vez que se desarrolla un procedimiento de cultivo convencional, pueden 
realizarse adiciones a intervalos de tiempo correspondientes a niveles conocidos a tiempos particulares a lo largo del 
cultivo. Como reconocerán los expertos en la materia, la velocidad de consumo de nutrientes aumenta durante el 30
cultivo según aumenta la densidad celular del medio. Además, para evitar la introducción de microorganismos 
extraños en el medio de cultivo, la adición se realiza usando métodos de adición asépticos, como se conoce en la 
técnica. Además, durante el cultivo puede añadirse una pequeña cantidad de agente antiespumante.

La temperatura del medio de cultivo puede ser cualquier temperatura adecuada para el crecimiento de las células 35
modificadas genéticamente y/o la producción de isoprenoides. Por ejemplo, antes de la inoculación del medio de 
cultivo con un inóculo, el medio de cultivo puede llevarse y mantenerse a una temperatura en el intervalo de 
aproximadamente 20 ºC a aproximadamente 45 ºC, preferentemente a una temperatura en el intervalo de 
aproximadamente 25 ºC a aproximadamente 40 ºC y, más preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 
28 ºC a aproximadamente 32 ºC.40

El pH del medio de cultivo puede controlarse mediante la adición de un ácido o base al medio de cultivo. En los 
casos en los que se usa amoniaco para controlar el pH, también sirve convenientemente como fuente de nitrógeno 
en el medio de cultivo. Preferentemente, el pH se mantiene a un valor de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 
8,0, más preferentemente de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 7,0 y, aún más preferentemente, de 45
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,5.

En algunas realizaciones, la concentración de fuente de carbono, tal como la concentración de glucosa, del medio de 
cultivo se monitoriza durante el cultivo. La concentración de glucosa del medio de cultivo puede monitorizarse 
usando técnicas conocidas, tales como, por ejemplo, el uso del ensayo de enzima glucosa oxidasa o cromatografía 50
líquida de alta presión, que puede usarse para monitorizar la concentración de glucosa en el sobrenadante, por 
ejemplo, un componente sin células del medio de cultivo. Como se ha indicado previamente, la concentración de 
fuente de carbono debe mantenerse por debajo del nivel al que se produce la inhibición del crecimiento celular. 
Aunque dicha concentración puede variar de un organismo a otro, en el caso de la glucosa como fuente de carbono, 
la inhibición del crecimiento celular tiene lugar a concentraciones de glucosa mayores de aproximadamente 60 g/l y55
puede determinarse fácilmente por ensayo. Por consiguiente, cuando se usa glucosa como fuente de carbono, la 
glucosa preferentemente se suministra al fermentador y se mantiene por debajo de los límites de detección. Como 
alternativa, la concentración de glucosa en el medio de cultivo se mantiene en el intervalo de aproximadamente 1 g/l 
a aproximadamente 100 g/l, más preferentemente en el intervalo de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 
50 g/l y, aún más preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 20 g/l. Aunque la 60
concentración de fuente de carbono puede mantenerse dentro de los niveles deseados por la adición de, por 
ejemplo, una solución de glucosa sustancialmente pura, es aceptable y puede preferirse, mantener la concentración 
de fuente de carbono del medio de cultivo por adición de alícuotas del medio de cultivo original. El uso de alícuotas 
del medio de cultivo original puede ser deseable porque las concentraciones de otros nutrientes en el medio (por 
ejemplo, las fuentes de nitrógeno y fosfato) pueden mantenerse simultáneamente. De forma similar, las 65
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concentraciones de pequeñas cantidades de metales pueden mantenerse en el medio de cultivo mediante la adición 
de alícuotas de la solución de pequeñas cantidades de metales.

5.4.2 Recuperación de isoprenoides
5

Una vez que se ha producido el isoprenoide por la célula hospedadora, puede recuperarse o aislarse para un uso 
posterior usando cualquier método adecuado de separación y purificación conocido en la técnica. En algunas 
realizaciones, una fase orgánica que comprende el isoprenoide se separa de la fermentación por centrifugación. En 
otras realizaciones, una fase orgánica que comprende el isoprenoide se separa de la fermentación 
espontáneamente. En otras realizaciones, una fase orgánica que comprende el isoprenoide se separa de la 10
fermentación añadiendo un desemulsionante y/o agente de nucleación en la reacción de fermentación. Los ejemplos 
ilustrativos de desemulsionantes incluyen floculantes y coagulantes. Los ejemplos ilustrativos de agentes de 
nucleación incluyen pequeñas gotas del propio isoprenoide y disolventes orgánicos tales como dodecano, miristato 
de isopropilo y oleato de metilo.

15
El isoprenoide producido en estas células puede estar presente en el sobrenadante de cultivo y/o asociado con las 
células hospedadoras. En realizaciones en las que el isoprenoide está asociado con la célula hospedadora, la 
recuperación del isoprenoide puede comprender un método para permeabilizar o lisar las células. Como alternativa o
simultáneamente, el isoprenoide en el medio de cultivo puede recuperarse usando un proceso de recuperación que 
incluye, pero sin limitación, cromatografía, extracción, extracción de disolvente, separación en membrana, 20
electrodiálisis, ósmosis inversa, destilación, derivatización química y cristalización.

En algunas realizaciones, el isoprenoide se separa de otros productos que pueden estar presentes en la fase 
orgánica. En algunas realizaciones, la separación se consigue usando adsorción, destilación, extracción gas-líquido 
(stripping), extracción líquido-líquido (extracción con disolvente), ultrafiltración y técnicas cromatográficas 25
convencionales.

6. Ejemplos

6.1 Ejemplo 1:30

Identificación y caracterización de HMG-CoA reductasas específicas de NADH

Este ejemplo describe la identificación y caracterización de HMG-CoA reductasas que no se sabía previamente que 
tenían especificidad por el cofactor NADH.35

6.1.1 Materiales y métodos

6.1.1.1 Modificación por ingeniería de la cepa
40

Se usó una cepa de Saccharomyces cerevisiae de tipo silvestre (CEN.PK2, Mat a, ura3-, TRP1+, leu2-, MAL2-8C, 
SUC2,) como hospedador para la expresión de la ruta de mevalonato (MevT) (por la que la acetil-CoA tiolasa 
(ERG10) convierte la acetil-CoA en acetoacetil-CoA; la HMG-CoA sintasa (ERG 13) convierte la acetoacetil-CoA en 
HMG-CoA; y la HMG-CoA reductasa convierte la HMG-CoA en mevalonato (FIG. 1)).

45
Esta cepa se transformó con un plásmido que codificaba una HMG-CoA reductasa de clase II heteróloga derivada de 
Staphylococcus aureus (ZP_06815052), Herpetosiphon aurantiacus (YP_001546303), Pseudomonas mevalonii 
(P13702), Delftia acidovorans (YP_001561318), Menthanosaeta thermofila (YP_843364) o Silicibacter pomeoyri 
(YT_164994); o una versión truncada en el extremo N de la HMG-CoA reductasa de Saccharomyces cerevisiae
(tHMG-CoA reductasa) (EEU05004). Las HMG-CoA reductasas de clase II se sometieron a optimización de codones 50
para la expresión en levaduras y se sintetizaron químicamente con etiquetas FLAG-HIS C-terminales, con la 
excepción de que la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii se sintetizó con las siguientes modificaciones adicionales:

sitio NotI-promotor GAL1-sitio NdeI-[P. mevalonii HMG-CoA reductasa]—sitio EcoRI-etiqueta FLAG-etiqueta HIS-
codón de TERMINACIÓN---terminador PK1---sitio NotI55

Este ADN se clonó en el sitio NotI del vector pBluescript SK+ (Stratagene). El promotor Gal7 de levadura se 
amplificó por PCR usando el extracto de ADN genómico de una cepa CENPK2 de tipo silvestre como plantilla y 
usando los oligonucleótidos YT_164_30_Gal7F (que contiene un sitio de restricción SacI y NotI en el extremo 5’) e 
YT_164_30_Gal7R (que contiene un sitio de restricción NdeI en el extremo 3’) (véase la Tabla 2). El producto de 60
PCR se clonó en el vector pCR II-TOPO (Invitrogen). Los dos plásmidos se cortaron usando Sad y NotI, y el 
promotor Sc.GAL7 escindido se usó para cambiar el promotor Gal1 cadena arriba del gen de la HMG-CoA reductasa 
de P. mevalonii. El plásmido resultante y pAM70 (SEQ ID NO: 23), un vector episomal de levaduras pRS426 con un 
marcador URA3, se digirieron con NotI. El plásmido pAM01147 (SEQ ID NO: 24) después se construyó ligando el 
fragmento NotI en el sitio digerido por NotI de pAM70. Este plásmido se usó como plásmido base para cambiar la 65
secuencia codificante de la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii por cualquier secuencia codificante de HMG-CoA 
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reductasa de interés (incluyendo la tHMG-CoA reductasa de levadura) mediante digestión del plásmido con NdeI y 
EcoRI y ligando una secuencia codificante de HMG-CoA reductasa de interés que tenía sitios NdeI y EcoRI en los 
extremos 5’ y 3’, respectivamente. La propagación del ADN plasmídico se realizó en la cepa DH5α de Escherichia 
coli. Después, la cepa Y1389 se transformó con los plásmidos que llevaban secuencias codificantes de diferentes 
HMG-CoA reductasas y los transformantes se seleccionaron en placas de medio CSM sin uracilo que contenían un 5
2 % de glucosa. Toda la transformación mediada por ADN en S. cerevisiae se realizó usando el procedimiento 
convencional de Acetato de Litio como se describe por Gietz RW y Woods RA, Guide to Yeast Genetics and 
Molecular and Cell Biology, Part B. San Diego, CA: Academic Press Inc. págs. 87-96 (2002).

La integración genómica de Sc. acetoacetil-CoA tiolasa (ERG10) y Sc.HMG-CoA Sintasa (ERG 13) se dirigió al locus 10
Ga180 de la cepa hospedadora usando la construcción de integración mostrada más adelante (SEQ ID NO: 25).

homología 5' de 
GAL80

ERG13 PGAL/10 ERGlO LEU2
homología 3' de 

GAL80

Cada componente de la construcción de integración se amplificó por PCR usando 100 ng de ADN genómico de 15
Y002 como plantilla. La amplificación por PCR del locus GAL80 cadena arriba de las posiciones -1000 a -1 se realizó 
con los oligonucleótidos YT_164_36_001 e YT_164_36_003 (véase la Tabla 2). La amplificación por PCR de los 
genes de levadura ERG10 y ERG 13 se realizó usando el par de oligonucleótidos YT_164_36_002 e 
YT_164_36_005 para ERG13 e YT_164_36_006 e YT_164_36_009 para ERG10. Los oligonucleótidos 
YT_164_36_004 e YT_164_36_007 se usaron para amplificar el promotor GAL1/10, mientras que los cebadores 20
YT_164_36_008 e YT_164_36_011 se usaron para amplificar el gen LEU2. La amplificación por PCR de las 
posiciones 23 a 1000 del locus GAL80 cadena abajo (después del codón de terminación) se realizó con los 
oligonucleótidos YT_164_36_010 e YT_164_36_012. Se añadieron cien fmoles de cada pieza de ADN en un solo 
tubo y se ensamblaron mediante reacción de PCR con ensamblaje (como se describe en la Patente de Estados 
Unidos n.º 8.221.982) usando los cebadores YT_164_36_001 e YT_164_36_012. Los productos de PCR que tenían 25
los pesos moleculares esperados se purificaron en gel.

Tabla 2. Cebadores usados para la modificación por ingeniería genética de la cepa

Nombre del cebador SEQ ID NO: Secuencia de Cebador

YT_164_36_001
SEQ ID NO:26

YT_164_36_002

SEQ ID NO:27

YT_164_36_003

SEQ ID NO:28

YT_164_36_004

SEQ ID NO:29

YT_164_36_005

SEQ ID NO:30

YT_164_36_006

SEQ ID NO:31

YT_164_36_007

SEQ ID NO:32

YT_164_36_008

SEQ ID NO:33

YT_164_36_009

SEQ ID NO:34

YT_164_36_010

SEQ ID NO:35

YT_164_36_011

SEQ ID NO:36
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Nombre del cebador SEQ ID NO: Secuencia de Cebador

YT_164_36_012

SEQ ID NO:37

YT_164_30_Gal3F

SEQ ID NO:38

YT_164 30_Gal3R

SEQ ID NO:39

YT_164_30_Gal7F

SEQ ID NO:40

YT_164_30_Gal7R

SEQ ID NO:41

RYSE 0
SEQ ID NO:42

RYSE 19
SEQ ID NO:43

Se transformaron derivados de Y1389 transformados con diferentes HMG-CoA reductasas (como se ha indicado 
anteriormente) con la construcción de integración ERG 10/ERG13 para crear las cepas indicadas más adelante en la 
Tabla 3. Los transformantes se seleccionaron en placas de medio CSM que contenía un 2 % de glucosa sin uracilo y 
leucina. Todas las roturas y reemplazos de genes se confirmaron por análisis fenotípico y PCR de colonias.5

Tabla 3: Descripción de Cepa

Cepa n.º Descripción
cepa n.º después de Knockout 

de adh1

Y1431 MevT con tHMG-CoA reductasa de S. cerevisiae Y1804

Y1432 MevT con HMG-CoA reductasa de S. aureus

Y1433 MevT con HMG-CoA reductasa de P. mevalonii Y1805

Y1435
MevT con HMG-CoA reductasa de D. 

acidovorans
Y1806

Y1436 MevT con HMG-CoA reductasa de M. thermofila

Y1486
MevT con HMG-CoA reductasa de H. 

aurantiacus

Y1487 MevT con HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi Y1807

Para las cepas Y1431, Y1433, Y1435 y Y1487, el gen ADH1 se anuló usando la construcción de rotura mostrada 
más adelante (SEQ ID NO:44):10

Homología 5' de 
ADH1

Kan A
Homología 3' de 

ADH1

La construcción de alteración se generó por los métodos de ensamblaje de polinucleótidos descritos en la Patente 
de Estados Unidos n.º 8.221.982. La región de homología 5' de ADH1 de la construcción de integración era 
homóloga a las posiciones -563 a -77 de la secuencia codificante de ADH1, y la región de homología 3' de ADH1 era 15
homóloga a las posiciones 87 a 538 (después del codón de terminación del gen ADH1). Para amplificar el producto 
se usaron cebadores RYSE 0 y RYSE 19. La cepa Y1431, Y1433, Y1435 e Y1487 (Tabla 2) se transformaron con el 
producto, y los transformantes se seleccionaron en placa con medio YPD que contenía un 2 % de glucosa y G418 
(Geneticina). La alteración del gen de ADH1 se confirmó por análisis fenotípico y PCR de colonias.

20
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6.1.1.2 Cultivo celular

Una sola colonia de una cepa de levadura dada se cultivó en 3 ml de medio Base con Nitrógeno de Levadura (YNB) 
con un 2 % de sacarosa como cultivo iniciador de una noche. Al día siguiente, se prepararon matraces de 
producción con una DO600 inicial de 0,05 diluida a partir del cultivo iniciador en 40 ml de YNB-medio de cultivo de 5
producción de sacarosa al 4 % en matraces estériles desechables PETG de 250 ml (Nalgene). Los matraces se 
incubaron a 30 ºC por agitación a 250 RPM durante los periodos de tiempo indicados más adelante.
6.1.1.3 Ensayo de actividad HMG-CoA reductasa usando extracto sin células

Se cultivaron células de levadura durante 48 horas para los ensayos de actividad HMG-CoA reductasa (FIG. 8) o 72 10
horas para los ensayos de mevalonato (Tabla 4) y se recogieron por centrifugación en un tubo Falcon de 15 ml 
durante 10 minutos a 4000 x g en un rotor de cubo pivotante JS-5.3 con un soporte apropiado para los tubos Falcon. 
El sedimento celular se resuspendió en 1 ml y se lavó una vez usando tampón de lisis frío (Tris 100 mM pH 7,0 con 
Mini, comprimido de inhibidor de proteasa sin EDTA (Roche) añadido, DTT 1 mM y EDTA 1 mM). Las células 
después se transfirieron a un tubo de microcentrífuga de tapa a rosca de plástico de 2 ml con tapa de junta tórica 15
(Fisher Brand 520-GRD) y las células se lisaron usando perlas de rotura (Disruption beads, 0,5 Mm, Fisher) y una 
batidora de perlas durante 1 minuto a 6 M/S. Los tubos se pusieron inmediatamente en un baño de agua con hielo 
durante al menos 5 minutos. Los tubos se centrifugaron a un mínimo de 8000 xg durante 20 minutos. Después, el 
sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo frío. La concentración de proteína se midió usando el ensayo clásico de 
Bradford para proteínas (método rápido y sensible Bradford MM A para la cuantificación de cantidades de 20
microgramos de proteína utilizando el principio de unión de proteína-colorante. Anal. Biochem 72, 248-254 (1976)).

Para los ensayos de HMG-CoA reductasa, el tampón de reacción (tampón fosfato 100 mM pH 7,0, KCl 100 mM, DTT 
1 mM y EDTA 1 mM) inicialmente se preincubó en una placa de 96 pocillos a 30 ºC. Se añadió NADH o NADPH a 
una concentración final de 150 μM, una concentración final de 400 μM de HMG-CoA y una concentración final de 25
5 mM de DTT o un volumen total de 190 μl en cada pocillo. El ensayo se inició añadiendo diez microlitros de extracto 
sin células diluido al intervalo de actividad lineal. La reacción se monitorizó midiendo la reducción de absorbancia de 
NADPH o NADH a 340 nm usando un lector de placas Molecular Devices Spectramax M5. La pendiente de la línea 
de absorbancia a 340 nm junto con la concentración de proteína se usó para calcular la actividad específica de 
HMGr para cada extracto sin células.30

6.1.1.4 Medición de ácidos orgánicos y alcohol

Las muestras para el ensayo de ácidos orgánicos y alcoholes se prepararon cogiendo 1 ml de caldo de fermentación 
y transfiriendo las muestras a tubos eppendorf de 1,5 ml. Las muestras se centrifugaron durante 1 min a 35
13.000 RPM usando las centrífugas eppendorf de la tabla. Los sobrenadantes después se diluyeron (1:1 v/v) en 
ácido sulfúrico 15 mM. La mezcla se sometió a agitación vorticial y se centrifugó durante 1 min a 13.000 RPM. El 
sobrenadante clarificado se transfirió a un vial para el análisis de HPLC.

El análisis de HPLC se realizó con respecto al contenido de glicerol y mevalonato usando HPLC Thermofisher y por 40
cromatografía de exclusión iónica usando Column Waters IC-Pak 7.8 mm x 300 mm, 7 μm, 50 Å (Waters) y con 
detección del índice de refracción (IR) (Thermofisher). La elución se realizó isocráticamente usando una fase móvil 
acuosa de ácido sulfúrico 15 mM con un caudal de 0,6 ml/min.

6.1.2 Resultados45

6.1.2.1 Determinación de especificidad de cofactor para HMG-CoA reductasas de clase II

Como se muestra en la FIG. 8, las HMG-CoA reductasas de D. acidovorans y S. pomeroyi presentan una alta 
especificidad por el NADH y una alta actividad específica in vitro. Estas HMG-CoA reductasas no presentaron 50
prácticamente ninguna actividad específica en presencia de NADPH, mientras que la actividad específica se 
aproximaba a 400 nmol/mg/min en presencia de NADH. De forma similar, la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii
demostró selectividad por NADH como cofactor, lo cual es coherente con los informes publicados previamente. 
Véase, por ejemplo, Hedl et al., J. Bacteriol 186(7): 1927-1932 (2004). Por el contrario, las HMG-CoA reductasas de 
S. cerevisiae, S. aureus yH. aurantiacus no mostraron actividad medible en presencia de NADH, y la HMG-CoA 55
reductasa de M. thermofila mostró una actividad apenas detectable en presencia tanto de NADPH como de NADH. 
Estos resultados indican que las HMG-CoA reductasas de D. acidovorans y S. pomeroyi son HMG-CoA reductasa 
selectivas por NADH, de forma similar a la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii.

Además, la Tabla 4 indica que las cepas que comprendían una ruta de MevT que comprende una HMG-CoA 60
reductasa que usa NADH (de P. mevalonii, D. acidovorans y S. pomeroyi, respectivamente) producían 
sustancialmente menos mevalonato que las cepas que comprendían una ruta de MevT que comprende una HMG-
CoA reductasa que usa NADPH (de S. cerevisiae, S. aureus y H. aurantiacus, respectivamente). Esto sugiere que in 
vivo, se necesita una fuente adicional de NADH para utilizar la capacidad catalítica completa de las HMG-CoA 
reductasas que usan NADH hacia el mevalonato y la producción de isoprenoides cadena abajo.65
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Tabla 4. Producción de mevalonato por HMG-CoA reductasas que usan NADPH frente a HMG-CoA reductasas que 
usan NADH

Fuente de HMG-CoA reductasa Producción de mevalonato (g/l) Especificidad de cofactor

S. cerevisiae 1,11 NADPH

S. aureus 1,74 NADPH

H. aurantiacus 1,84 NADPH

P. mevalonii 0,41 NADH

D. acidovorans 0,42 NADH

S. pomeoyri 0,57 NADH

6.1.2.2 El aumento del NADH intracelular mejora la actividad HMG-CoA reductasa que usa NADH
5

Como se indica en las FIG. 9-11, la producción de mevalonato se mejora sustancialmente en células que 
comprenden una ruta MevT que comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH cuando se introduce una 
perturbación metabólica que aumenta la concentración intracelular de NADH. El NADH1 reduce el acetaldehído a 
etanol de una manera dependiente de NADH. En un entorno adh1∆, las células hospedadoras sufren un crecimiento 
reducido (FIG. 9) y un aumento de la producción de glicerol (FIG. 10), que es indicativo de un desequilibrio redox 10
probablemente resultante de la acumulación de NADH intracelular. Sin embargo, aunque las células que 
comprenden una ruta MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (S. cerevisiae (Sc.) tHMG-
CoA reductasa) presentan una producción de mevalonato reducida en el entorno adh1∆, las células que 
comprenden una ruta MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADH ((de P. mevalonii, D. 
acidovorans y S. pomeroyi, respectivamente) presentan mejoras sustanciales en la producción de mevalonato (FIG. 15
11), a pesar de que también muestren signos de estrés redox. Estos datos sugieren que las HMG-CoA reductasas 
que usan NADH pueden utilizar reservas aumentadas de NADH intracelular para reforzar la producción de 
mevalonato. Estos resultados también sugieren que en ausencia de una mayor fuente intracelular de NADH, las 
HMG-CoA reductasas que usan NADH están limitadas por el cofactor.

20
Notablemente, los informes publicados previos han indicado que la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii se utiliza en 
la degradación del mevalonato. Véase Anderson et al., J. Bacteriol., (171(12): 6468-6472 (1989). P. mevalonii se 
encuentra entre los pocos procariotas que se han identificado como capaces de subsistir con mevalonato como 
única fuente de carbono. Sin embargo, los resultados presentados en el presente documento demuestran la utilidad 
inesperada de la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii para uso en una ruta biosintética de mevalonato.25

6.2 Ejemplo 2: Aumento de la producción de isoprenoides y equilibro redox con rutas alternativas para acetil-CoA y 
enzimas alternativas de la ruta de MEV

Este ejemplo demuestra que el mevalonato y la producción de isoprenoides posterior a partir de la ruta de MEV 30
puede mejorarse utilizando rutas alternativas a la producción de acetil-CoA citosólica, por ejemplo, a través de la 
expresión heteróloga de acetaldehído deshidrogenasa, acetilación (ADA, E.C. 1.2.1.10), en lugar del bypass de PDH 
de tipo silvestre, y en diversas combinaciones con enzimas alternativas de la ruta de MEV. Estos resultados 
demuestran que el desequilibrio redox introducido por el reemplazo de las enzimas de bypass de PDH productoras 
de NADPH con ADA productora de NADH puede aliviarse en parte mediante la combinación de la expresión de ADA 35
con una HMG-CoA reductasa que usa NADH de la ruta de MEV, y/o con la expresión heteróloga de fosfocetolasa y 
fosfotransacetilasa, que también pueden proporcionar una ruta alternativa adicional a la producción de acetil-CoA 
citosólica. Estos resultados además demuestran que la capacidad catalítica de ADA para proporcionar el sustrato 
acetil-CoA a la ruta de MEV se mejora sustancialmente al proporcionar una conversión termodinámicamente 
favorable posterior de acetil-CoA en acetoacetil-CoA, tal como la proporcionada por la acetil-CoA:malonil-CoA 40
aciltransferasa.

6.2.1 Materiales y métodos

6.2.1.1 Modificación por ingeniería de la cepa45

Se construyeron las cepas indicadas en la Tabla 5 para determinar: (1) los efectos sobre el crecimiento celular y la 
producción de isoprenoides heterólogos cuando ADA se empareja con HMG-CoA reductasa que usa NADH frente a 
una HMG-CoA reductasa que usa NADPH; (2) el efecto de la expresión de fosfocetolasa y fosfotransacetilasa sobre 
el desequilibrio redox creado por la expresión de ADA; y (3) el efecto de la expresión de acetoacetil-CoA sintasa 50
sobre los niveles de mevalonato en cepas que expresan ADA.
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Tabla 5.

Nombre de la Cepa Descripción

Y968 CEN.PK2 tipo silvestre

Y12869 acs1^acs2^ald6^; 2x Dz.eutE

Y12746 acs1^acs2^ald6^; 2x Dz.eutE; 3x Lm.PK; 1x Ck.PTA

Y12869.ms63908 Y12869 con construcción ms63908

Y12869.ms63909 Y12869 con construcción ms63909

Y968.ms63908 Y968 con construcción ms63908

Y968.ms63909 Y968 con construcción ms63909

Y12869.ms63907.ms64472 Y12869.ms63907 con construcción ms64472

Y12869.ms63909.ms64472 Y12869.ms63909 con construcción ms64472

Y968.ms63907.ms64472 Y968.ms63907 con construcción ms64472

Y968.ms63909.ms64472 Y968.ms63909 con construcción ms64472

6.2.1.1.1 Y968

Y968 es Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2 de tipo silvestre, Matalpha. La cepa de partida para Y12869, Y12746, 5
y todos sus derivados, fue la cepa de Saccharomyces cerevisiae (CEN.PK2, Mat alpha, ura3-52, trp1-289, leu2-
3.122, his3^1), Y003. Todas las transformaciones mediadas por ADN en S. cerevisiae se realizaron usando el 
procedimiento convencional de Acetato de Litio como se describe por Gietz RW y Woods RA, Guide to Yeast 
Genetics and Molecular and Cell Biology. Part B. San Diego, CA: Academic Press Inc. págs. 87-96 (2002) y, en 
todos los casos, la integración de las construcciones se confirmó por amplificación por PCR del ADN genómico.10

6.2.1.1.2 Y12869

Y12869 se generó a través de tres integraciones sucesivas en Y003. En primer lugar, el gen ACS2 se delecionó 
introduciendo una construcción de integración (i2235; SEQ ID NO:45) que consistía en el gen LEU2 de S. cerevisiae 15
nativo, flanqueado por secuencias que consistían en secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena abajo del 
locus de ACS2. Tras la introducción de una célula hospedadora S. cerevisiae, esta construcción puede integrarse 
por recombinación homóloga en el locus ACS2 del genoma, rompiendo funcionalmente ACS2 al reemplazar la 
secuencia codificante de ACS2 por su secuencia de integración. Los transformantes se cultivaron en placas CSM-leu 
que contenían un 2 % de EtOH como única fuente de carbono y se confirmaron por amplificación por PCR. La cepa 20
resultante fue Y4940.

A continuación, se delecionó ALD6 y se introdujo eutE de Dickeya zeae en Y4940 con la construcción de integración 
(i74804; SEQ ID NO:46) representada más adelante.

25

Esta construcción de integración comprende un marcador de selección (TRP1), así como dos copias de una 
secuencia con codones optimizados para levadura que codificaba el gen eutE de Dickeya zeae (Secuencia de 
Referencia NCBI: YP_003003316.1) bajo el control del promotor de TDH3 (840 pares de bases cadena arriba de la 30
región codificante de TDH3 de S. cerevisiae nativa) y el terminador de TEF2 (508 pares de bases cadena abajo de la 
región codificante de TEF2 de S. cerevisiae nativa). Estos componentes están flanqueados por secuencias de 
nucleótidos cadena arriba y cadena abajo del locus de ALD6. Tras la introducción en una célula hospedadora, esta 
construcción se integra por recombinación homóloga en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo 
funcionalmente ALD6 al reemplazar la secuencia codificante de ALD6 por su secuencia de integración. La 35
construcción se ensambló usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.º 8.221.982. La 
construcción se utilizó para transformar Y4940 y los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-TRP con un 
2 % de glucosa y se confirmaron por amplificación por PCR. La cepa resultante fue 12602.

A continuación, ACS1 se delecionó en Y12602 introduciendo una construcción de integración (i76220; SEQ ID 40
NO:47) que consistía en las secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena abajo de ACS1, que flanqueaban el 
gen HIS3 de S. cerevisiae nativa bajo su propio promotor y terminador. Los transformantes se cultivaron en placas 
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de CSM-his que contenían un 2 % de glucosa como única fuente de carbono y se confirmaron por amplificación por 
PCR. La cepa resultante era Y12747.

A continuación, Y12747 se transformó con un producto de PCR amplificado a partir de la secuencia de URA3 nativa. 
Esta secuencia restaura la mutación ura3-52. Véase Rose y Winston, Mol Gen Genet 193: 557-560 (1984). Los 5
transformantes se cultivaron en placas de CSM-ura que contenían un 2 % de glucosa como única fuente de carbono 
y se confirmaron por amplificación por PCR. La cepa resultante era Y12869.

6.2.1.1.3 Y12746
10

Y12746 se generó a través de tres integraciones sucesivas en Y4940. En primer lugar, Y4940 se transformó con la 
construcción de integración (i73830; SEQ ID NO:48) representada más adelante.

15
Esta construcción de integración comprende un marcador de selección (URA3); una versión de codones optimizados 
para levadura de la fosfocetolasa de Leuconostoc mesenteroides (Secuencia de Referencia NCBI YP_819405.1) 
bajo el promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el terminador de TDH3
(259 pb cadena abajo de la secuencia codificante de TDH3); una versión de codones optimizados para levadura de 
la fosfotransacetilasa de Clostridium kluyveri (Secuencia de Referencia NCBI: YP_001394780.1) bajo el control del 20
promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el terminador de PGK1 (259 pb 
cadena abajo de la secuencia codificante de PGK1); flanqueada por secuencias homólogas que consisten en las 
secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena abajo del locus BUD9 de S. cerevisiae. Tras la introducción en 
una célula hospedadora, esta construcción se integra por recombinación homóloga en el genoma de la célula 
hospedadora, alterando funcionalmente BUD9 al reemplazar la secuencia codificante de BUD9 con su secuencia de 25
integración. La construcción se ensambló usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.º 
8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas CSM-URA con un 2 % de glucosa.

La cepa resultante se transformó con la construcción (i74810; SEQ ID NO:49) mostrada a continuación.
30

Comprendiendo esta construcción un marcador de selección (TRP1); dos copias de la fosfocetolasa de Leuconostoc 
mesenteroides bajo el promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el 
terminador de TDH3 (259 pb cadena abajo de la secuencia codificante de TDH3); flanqueada por secuencias 35
homólogas que consisten en las secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena abajo del locus de ALD6. Tras la 
introducción en una célula hospedadora, esta construcción se integra por recombinación homóloga en el genoma de 
la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente ALD6 al reemplazar la secuencia codificante de ALD6 por su 
secuencia de integración. La construcción se ensambló usando los métodos descritos en la Patente de Estados 
Unidos n.º 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-URA con un 2 % de glucosa y se 40
confirmaron por amplificación por PCR.

Finalmente, la cepa resultante se transformó con la construcción (i76221; SEQ ID NO:50) mostrada a continuación.

45

Esta construcción comprende un marcador de selección (HIS3); así como dos copias de una secuencia con codones 
optimizados para levadura que codifica el gen eutE de Dickeya zeae (Secuencia de Referencia NCBI: 
YP_003003316.1) bajo el control del promotor de TDH3 (840 pares de bases cadena arriba de la región codificante 
de TDH3 de S. cerevisiae nativa) y el terminador de TEF2 (508 pares de bases cadena abajo de la región codificante 50
de TEF2 de S. cerevisiae nativa). Estos componentes están flanqueados por secuencias de nucleótidos cadena 
arriba y cadena abajo del locus de ACS1. Tras la introducción en una célula hospedadora, esta construcción se 
integra por recombinación homóloga en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente ACS1 al 
reemplazar la secuencia codificante de ACS1 por su secuencia de integración. La construcción se ensambló usando 
los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.º 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en 55
placas CSM-HIS con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificación por PCR. La cepa resultante era Y12746.

6.2.1.1.4 ms63907, construcciones de integración ms63908, ms63909 y ms64472

A continuación se muestra la construcción de integración ms63907 (i84022; SEQ ID NO:51).60
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Esta construcción comprende secuencias de nucleótidos que codifican un marcador de selección (URA3); una copia 
del factor de transcripción GAL4 de levadura nativo bajo su propio promotor; dos enzimas de levadura nativas de la 
ruta de mevalonato (ERG10 que codifica Acetoacetil-CoA tiolasa y ERG13, que codifica HMG-CoA sintasa), así 5
como dos copias de una versión de codones optimizados para levadura de HMG-CoA reductasa de Silicibacter 
pomeroyi, todos bajo promotores inducibles por galactosa (promotores de los genes GAL1 y GAL10 de S. cerevisiae, 
flanqueados por secuencias homólogas que consisten en las secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena 
abajo del locus de endonucleasa HO de S. cerevisiae. Tras la introducción en una célula hospedadora, la 
construcción ms63907 se integra por integración homóloga en el genoma de la célula hospedadora, alterando 10
funcionalmente HO al reemplazar la secuencia codificante de HO con su secuencia de integración. La construcción 
se ensambló usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.º 8.221.982. Los transformantes se 
seleccionaron en placas de CSM-URA con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificación por PCR.

La construcción de integración ms63908 (i84024; SEQ ID NO:52) es idéntica a ms63907, con dos excepciones: en 15
primer lugar, ERG10 se reemplaza por una versión de codones optimizados para levadura del gen nphT7 de 
Streptomyces sp. CL190 que codifica acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa (n.º de registro AB540131.1) fusionado 
al terminador de AHP1 (125 pb cadena abajo de la secuencia codificante de AHP1 en S. cerevisiae); en segundo 
lugar, las secuencias que codifican la HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi se reemplazan por HMGr, la secuencia 
codificante de HMG1 truncada que codifica la HMG-CoA reductasa de S. cerevisiae nativa.20

La construcción de integración ms63909 (i84026; SEQ ID NO:53) es idéntica a ms63907, con una excepción: las 
secuencias que codifican la HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi se reemplazan por tHMGr, la secuencia codificante 
de HMG1 truncada que codifica la HMG-CoA reductasa de S. cerevisiae nativa.

25
La construcción de integración ms64472 (i85207; SEQ ID NO:54) se muestra a continuación.

Esta construcción comprende secuencias de nucleótidos que codifican un marcador de selección (URA3); cinco 30
enzimas de levadura nativas de la ruta de ergosterol (ERG12 que codifica mevalonato quinasa, ERG8 que codifica 
fosfomevalonato quinasa, ERG19 que codifica mevalonato pirofosfato descarboxilasa, IDI1 que codifica dimetilalil 
difosfato isomerasa y ERG20 que codifica farnesil pirofosfato sintetasa), así como una versión de codones 
optimizados para levadura evolucionada de la farneseno sintasa de Artemisia annua, todos bajo promotores 
inducibles por galactosa (Promotores de los genes GAL1, GAL10 y GAL7 de S. cerevisiae). Estas secuencias están 35
flanqueadas por secuencias homólogas que consisten en las secuencias de nucleótidos cadena arriba y cadena 
abajo de GAL80. Tras la introducción en una célula hospedadora, la construcción ms64472 se integra por 
integración homóloga en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente GAL80 al reemplazar la 
secuencia codificante de GAL80 por su secuencia de integración. La construcción se ensambló usando los métodos 
descritos en la Patente de Estados Unidos n.º 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-40
URA con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificación por PCR.

6.2.1.2 Cuantificación de mevalonato

Se inocularon colonias individuales en pocillos de una placa de 96 pocillos en medio de siembra (15 g/l de sulfato 45
amónico, 8 g/l de fosfato potásico, 6,1 g/l de sulfato de magnesio, 150 mg/l de EDTA, 57,5 mg/l de sulfato de cinc, 
4,8 mg/l de cloruro cobalto, 3,24 mg/l de cloruro de manganeso, 5 mg/l de sulfato de cobre, 29,4 mg/l de cloruro 
cálcico, 27,8 mg/l de sulfato de hierro, 4,8 mg/l de molibdato sódico, 0,6 mg/l de biotina, 12 mg/l de pantotenato 
cálcico, 12 mg/l de ácido nicotínico, 30 mg/l de inositol, 12 mg/l de clorhidrato de tiamina, 12 mg/l de clorhidrato de 
piridoxina, 0,24 mg/l de ácido para-aminobenzoico) con succinato 50 mM pH 5,0 y 20 g/l de sacarosa, y se cultivaron 50
a 30 ºC durante tres días. Después, se subcultivaron 14,4 ul de cultivo en medio de siembra con succinato 50 mM 
pH 5,0 y 40 g/l de galactosa, y se cultivaron a 30 ºC durante 2 días.

Para cuantificar el mevalonato secretado, primero se centrifugó caldo de células enteras a 14.000 RPM durante 
5 min. Después se incubaron 10 ul de caldo clarificado con 190 ul de tampón de ensayo (CoA 1 mM, NAD 2 mM, 55
HMG-CoA reductasa de Pseudomonas mevalonii purificada y liofilizada a 0,2 mg/ml, HMG-CoA liasa de 
Pseudomonas mevalonii purificada y liofilizada a 0,1 mg/ml, TrisCl 95 mM pH 8,5, MgCl2 20 mM y DTT 5 mM). La 
muestra se incubó durante 30 minutos a 30 ºC, después se ensayó por absorbancia a 340 nm en un lector de placas 
Beckman M5. La concentración de mevalonato se cuantificó mediante representación en una curva patrón generada 
con mevalonato purificado.60
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6.2.1.3 Cuantificación de farneseno

Los cultivos primero se dejaron crecer como se ha descrito anteriormente. Para cuantificar el farneseno, se 
añadieron 600 ul de 2-butoxietanol a 150 ul de caldo de células enteras en tres adiciones de 200 ul cada una, con 90 
segundos de agitación a 1000 rpm en un agitador de placa de 96 pocillos entre cada adición. Después las muestras 5
se incubaron durante 40 minutos. Se mezclaron 8 ul del extracto de 2-butoxietanol con 200 ul de alcohol isopropílico 
en una placa UV de 96 pocillos (Costar 3635), y después se realizó la lectura en un lector de placas por absorbancia 
222.

6.2.1.4 Cuantificación de densidad óptica10

En una placa de ensayo de 96 pocillos, se mezclaron 8 ul de cultivo con diluyente (PEG 200 al 20 %, Etanol al 20 %, 
Triton X-114 al 2 %) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La placa de ensayo se sometió a 
agitación vorticial antes de medir la DO600 en un lector de placas Beckman M5.

15
6.2.1.5 Fermentación discontinua

Se dejaron crecer cultivos de inóculo de Y967, Y12869 y Y12746 procedentes de colonias individuales en 5 ml de 
medio de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 20 g/l de sacarosa. Después de 3 días de crecimiento, los 
precultivos se subcultivaron en 25 ml de medio de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 40 g/l de sacarosa a una 20
densidad óptica inicial (DO) de 0,1. Después de 10 horas, los cultivos se subcultivaron de nuevo en 50 ml de medio 
de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 40 g/l de sacarosa a una DO de 0,05. Los cultivos se dejaron crecer a 
30 ºC. Cuando la DO era aproximadamente 3, los 3 matraces se dividieron por la mitad, se centrifugaron y se 
desechó el medio. Los cultivos se resuspendieron en 1,5 l de medio de siembra con 40 g/l de glucosa (sin succinato) 
y se transfirieron al fermentador. Los experimentos de fermentación se realizaron en un recipiente Biostat B plus de 25
2 l (Sartorius, Alemania). La agitación se controló a 1200 rpm y el fermentador se purgó de forma continua con 
0,5 l/min de aire. El pH se mantuvo a 5,0 con NH4OH 14,4 M y la temperatura se mantuvo a 30 ºC. 
Aproximadamente cada 1,5 horas, se extrajo una muestra para medir la DO, el peso celular seco y los ácidos 
orgánicos y azúcares.

30
6.2.2 Resultados

6.2.2.1 Las cepas de ADA producen más isoprenoides cuando se emparejan con una HMGr que usa NADH frente a 
una HMGr que usa NADPH

35
La FIG. 12A muestra que la cepa Y12869, que comprende una deleción del bypass de PDH (acs1∆ acs2∆ ald6∆) y 
que expresa de forma heteróloga ADA (Dz.eutE), produce más farneseno cuando expresa una ruta de MEV que 
comprende una HMgr que usa NADH (construcción ms63907) en comparación con una ruta de MEV que comprende 
una HMGr que usa NADPH (construcción ms63909). Por el contrario, la FIG. 12B muestra que la cepa Y968, que 
comprende un bypass de PDH intacto, produce más farneseno cuando se empareja con una HMGr que usa NADPH. 40
Estos resultados demuestran que la utilización de ADA para la producción de isoprenoides a partir de la ruta de MEV 
se mejora cuando la ruta de MEV comprende una HMG que usa NADH.

6.2.2.2 La expresión de ADA produce un desequilibrio redox que se alivia cuando PK y PTA comparten flujo con 
glicólisis45

La levadura nativa produce dos NADH por glucosa consumida a través de la glicólisis. Cuando se fermenta a etanol, 
los dos NADH se reoxidan a NAD+. Sin embargo, una fracción de la glucosa se convierte en biomasa en lugar de 
fermentarse para producir etanol, dando como resultado un exceso de NADH. Este exceso de NADH se reoxida a 
NAD+ a través de la reducción de dihidroxiacetona fosfato para dar glicerol 3-fosfato, que se hidroliza para a glicerol. 50
Las cepas que usan la acetaldehído deshidrogenasa de acilación en lugar del bypass de PDH nativo producen 
NADH en lugar de NADPH, dando como resultado un exceso adicional de NADH. Por cada glucosa convertida en 
biomasa, una cepa que usa ADA en lugar del bypass de PDH nativo produce exactamente dos veces la cantidad de 
NADH, lo que significa que debe producirse dos veces más glicerol para reoxidar el exceso de NADH. Como se 
muestra en la FIG. 13A, Y12869 (una cepa que usa ADA en lugar del bypass de PDH de tipo silvestre) produce dos 55
veces la cantidad de glicerol que Y968 (que comprende un bypass de PDH intacto) mientras que consume niveles 
comparables de glucosa en una fermentación de glucosa discontinua. Estos resultados demostraron que Y12869 
tiene un desequilibrio redox como se predijo por la estequiometría de la reacción de ADA.

La adición de fosfocetolasa y fosfotransacetilasa a una cepa de ADA proporciona una ruta no glicolítica alternativa 60
para generar AcCoA a partir de glucosa, reduciendo el NADH producido a través de la glicólisis y mejorando el 
equilibrio redox. Como se muestra en la FIG. 13B, Y12745 (una cepa que lleva fosfocetolasa y fosfotransacetilasa 
además de la ADA) produce la mitad de glicerol que Y12869, mientras que consume niveles comparables de 
glucosa en una fermentación de glucosa discontinua.

65
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6.2.2.3 Los ahorros de ATP en una cepa de ADA se realizan a costa de la fuerza impulsora termodinámica, que se 
alivia por un fuerte impulso cadena abajo sobre la acetil-CoA

La reacción de bypass de PDH nativo para formar Acetil-CoA es termodinámicamente favorable porque la reacción 
se acopla a la hidrólisis de ATP para dar AMP. Por el contrario, la reacción de la acetaldehído deshidrogenasa de 5
acilación no se acopla a ATP, y está mucho más próxima al equilibrio que las reacciones de bypass de PDH nativo 
para formar Acetil-CoA. Entonces, cuando se usan genes de la ruta de S. cerevisiae nativa para producir 
mevalonato, las cepas que usan la ADA producen mucho menos mevalonato que las cepas que usan el bypass de 
PDH de tipo silvestre a pesar de las propiedades cinéticas comparables de ADA y Ald6 in vitro. Como se muestra en 
la FIG. 14 (1ª y 2ª columnas), la producción de mevalonato en una cepa de ADA (Y12869.ms63909) es solo ~30 % 10
de la de una cepa equivalente de tipo silvestre (Y968.ms63909), a pesar de la suficiente capacidad cinética medida 
in vitro. Este resultado refleja la ausencia de una fuerza impulsora termodinámica detrás de la conversión de 
acetaldehído en acetil-CoA por la ADA.

La Erg10 acetil-CoA tiolasa cataliza la formación de acetoacetil-CoA a partir de dos acetil-CoA, una reacción que es 15
termodinámicamente desfavorable. La acetoacetil-CoA sintasa (es decir, acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa), 
codificada por nphT7, cataliza la formación de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA y malonil-CoA, una reacción 
que es termodinámicamente favorable debido a la descarboxilación de malonil-CoA. Poniendo esta reacción 
termodinámicamente favorable directamente cadena abajo de la producción de AcCoA, se proporciona una fuerza 
impulsora termodinámica que aumenta la actividad directa de ADA. Como se muestra en la FIG. 14 (3ª y 4ª 20
columnas), Cuando se sobreexpresa nphT7 en lugar de ERG10, Y968.ms63908 y Y12869.ms63908 fabrican niveles 
comparables de mevalonato. Además, producen sustancialmente más mevalonato que cepas equivalentes que usan 
ERG10 para la primera etapa de la ruta de MEV (Y968.ms63909 y Y12869.63909.).
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<223> secuencia de nucleótidos de ACS1 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 3

15

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



44

<210> 4
<211> 713 
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(713)10
<223> secuencia de proteína ACS1 de Saccharomyces cerevisiae

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



45

<400> 4

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



46

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



47

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



48

<210> 5 
<211> 2287 
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

5
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(2287)
<223> secuencia de nucleótidos de ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

10
<400> 5

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



49

<210> 6 
<211> 683 
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(683)10
<223> secuencia de proteína ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 6

15

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



50

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



51

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



52

<210> 7 
<211> 1798 
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1798)10
<223> secuencia de nucleótidos de ALD4 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 7

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



53

<210> 8 
<211> 519 
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(519)10
<223> secuencia de proteína ALD4 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



54

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



55

<210> 9 
<211> 2744 
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



56

<220> 
<221> misc_feature
<222> (1)..(2744)
<223> secuencia de nucleótidos de aldehído deshidrogenasa 6 citosólica (ALD46) de Saccharomyces cerevisiae5

<400> 9

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



57

<210> 10 
<211> 500 
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(500)10
<223> secuencia de proteína aldehído deshidrogenasa 6 citosólica (ALD46) de Saccharomyces cerevisiae

<400> 10

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



58

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



59

<210> 11 
<211> 2749 
<212> ADN5
<213> Leuconostoc mesenteroides

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(2749)10
<223> secuencia del gen de fosfocetolasa (PK) de Leuconostoc mesenteroides

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



60

<400> 11

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



61

<210> 12 
<211> 813 
<212> PRT5
<213> Leuconostoc mesenteroides

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(813)10
<223> secuencia de proteína fosfocetolasa (PK) de Leuconostoc mesenteroides

<400> 12

E12795948
16-06-2017ES 2 628 847 T3

 



62

ES 2 628 847 T3

 



63

ES 2 628 847 T3

 



64

<210> 13 
<211> 1002 
<212> ADN5
<213> Clostridium kluyveri

ES 2 628 847 T3

 



65

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1002)
<223> secuencia de gen de fosfotransacetilasa (PTA) de Clostridium kluyveri

5
<400> 13

<210> 14 10
<211> 333 
<212> PRT
<213> Clostridium kluyveri

<220> 15
<221> misc_feature 
<222> (1)..(333)
<223> secuencia de proteína fosfotransacetilasa (PTA) de Clostridium kluyveri

<400> 1420

ES 2 628 847 T3

 



66

ES 2 628 847 T3

 



67

<210> 15 
<211> 2137 
<212> ADN5
<213> Streptomyces sp. CL190 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(2137)10
<223> secuencia del gen nphT7 de Streptomyces sp. CL190

<400> 15

ES 2 628 847 T3

 



68

<210> 16 
<211> 325 
<212> PRT5
<213> Streptomyces sp. CL190 

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(325)10
<223> secuencia de proteína acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa de Streptomyces sp. CL190

<400> 16

ES 2 628 847 T3

 



69

ES 2 628 847 T3

 



70

<210> 17 
<211> 1287 
<212> ADN5
<213> Pseudomonas mevalonii

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1287)10
<223> secuencia del gen de HMG-CoA reductasa (mvaA) de Pseudomonas mevalonii

<400> 17

15

<210> 18 
<211> 428 
<212> PRT
<213> Pseudomonas mevalonii20

ES 2 628 847 T3

 



71

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(428)
<223> secuencia de proteína hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Pseudomonas mevalonii

5
<400> 18

ES 2 628 847 T3

 



72

ES 2 628 847 T3

 



73

<210> 19 
<211> 1302
<212> ADN
<213> Silicibacter pomeroyi 

5
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1302)
<223> secuencia del gen de hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi

10
<400> 19

<210> 20 15
<211> 433 
<212> PRT
<213> Silicibacter pomeroyi 

<220> 20
<221> misc_feature 
<222> (1)..(433)
<223> secuencia de proteína hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi

25

ES 2 628 847 T3

 



74

<400> 20

ES 2 628 847 T3

 



75

<210> 21 
<211> 1290 
<212> ADN5
<213> Delftia acidovorans

<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(1290)10
<223> secuencia de nucleótidos de hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Delftia acidovorans

ES 2 628 847 T3

 



76

<400> 21

<210> 22 5
<211> 429 
<212> PRT
<213> Delftia acidovorans

<220> 10
<221> misc_feature 
<222> (1)..(429)
<223> secuencia de proteína hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Delftia acidovorans

15

ES 2 628 847 T3

 



77

<400> 22

ES 2 628 847 T3

 



78

<210> 23 
<211> 5726 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: plásmido pAM70

10
<400> 23

ES 2 628 847 T3

 



79

ES 2 628 847 T3

 



80

ES 2 628 847 T3

 



81

<210> 24 
<211> 8125 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: plásmido pAM01147

10

ES 2 628 847 T3

 



82

<400> 24

ES 2 628 847 T3

 



83

ES 2 628 847 T3

 



84

ES 2 628 847 T3

 



85

ES 2 628 847 T3

 



86

<210> 25 
<211> 10881 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración ERG10-ERG13

10
<400> 25

ES 2 628 847 T3

 



87

ES 2 628 847 T3

 



88

ES 2 628 847 T3

 



89

ES 2 628 847 T3

 



90

ES 2 628 847 T3

 



91

ES 2 628 847 T3

 



92

<210> 26 
<211> 24 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_001 

10
<400> 26
gcctgtctac aggataaaga cggg 24

<210> 27 
<211> 44 15
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_002 20

<400> 27
tcccgttctt tccactcccg tctatatata tatcattgtt atta 44

<210> 28 25
<211> 44 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 30
<223> Cebador sintético YT_164_36_003 

<400> 28
taataacaat gatatatata tagacgggag tggaaagaac ggga 44

35
<210> 29 
<211> 54 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

40
<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_004 

<400> 29
ccaacaaagt ttagttgaga gtttcattta tattgaattt tcaaaaattc ttac 5445

<210> 30 
<211> 54 

ES 2 628 847 T3

 



93

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_005 5

<400> 30
gtaagaattt ttgaaaattc aatataaatg aaactctcaa ctaaactttg ttgg 54

<210> 31 10
<211> 60 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 15
<223> Cebador sintético YT_164_36_006 

<400> 31
gtcaaggaga aaaaactata atgtctcaga acgtttacat tgtatcgact gccagaaccc 60

20
<210> 32 
<211> 60 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

25
<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_007 

<400> 32
gggttctggc agtcgataca atgtaaacgt tctgagacat tatagttttt tctccttgac 6030

<210> 33 
<211> 42 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 35

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_008 

<400> 3340
gtgtgccttt tgacttactt ttacgttgag ccattagtat ca 42

<210> 34 
<211> 42 
<212> ADN45
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_009 

50
<400> 34
tgatactaat ggctcaacgt aaaagtaagt caaaaggcac ac 42

<210> 35 
<211> 56 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_010 60

<400> 35
gatatttctt gaatcaggcg ccttagaccc cccagtgcag cgaacgttat aaaaac 56

<210> 36 65
<211> 56 

ES 2 628 847 T3

 



94

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_36_011 5

<400> 36
gtttttataa cgttcgctgc actggggggt ctaaggcgcc tgattcaaga aatatc 56

<210> 37 10
<211> 31 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 15
<223> Construcción sintética: Enlazador YT_164_36_012 

<400> 37
aaatatgacc cccaatatga gaaattaagg c 31

20
<210> 38 
<211> 54 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

25
<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_30_Gal3F 

<400> 38
gagctcgcgg ccgcgtacat acctctctcc gtatcctcgt aatcattttc ttgt 5430

<210> 39 
<211> 46 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 35

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_30 Gal3R 

<400> 3940
catatgacta tgtgttgccc taccttttta cttttatttt ctcttt 46 

<210> 40
<211> 54 
<212> ADN45
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_30_Gal7F 

50
<400> 40
gagctcgcgg ccgcgtgtca cagcgaattt cctcacatgt agggaccgaa ttgt 54

<210> 41 
<211> 46 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Cebador sintético YT_164_30 Gal7R 60

<400> 41
catatgtttt gagggaatat tcaactgttt ttttttatca tgttga 46

<210> 42 65
<211> 28 

ES 2 628 847 T3

 



95

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 
<223> Construcción sintética: Enlazador RYSE 0 5

<400> 42
gacggcacgg ccacgcgttt aaaccgcc 28

<210> 43 10
<211> 27 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

<220> 15
<223> Construcción sintética: Enlazador RYSE 19 

<400> 43
cccgccaggc gctggggttt aaacacc 27

20
<210> 44 
<211> 2738 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial 

25
<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de alteración Kan A-ADH1

<400> 44
30

ES 2 628 847 T3

 



96

ES 2 628 847 T3

 



97

<210> 45 
<211> 3059 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i2235

10
<400> 45

ES 2 628 847 T3

 



98

ES 2 628 847 T3

 



99

<210> 46 
<211> 8106 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i74804

10
<400> 46

ES 2 628 847 T3

 



100

ES 2 628 847 T3

 



101

ES 2 628 847 T3

 



102

ES 2 628 847 T3

 



103

<210> 47 
<211> 2404 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i76220

10
<400> 47

ES 2 628 847 T3

 



104

ES 2 628 847 T3

 



105

<210> 48 
<211> 8536 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i73830

10
<400> 48

ES 2 628 847 T3

 



106

ES 2 628 847 T3

 



107

ES 2 628 847 T3

 



108

ES 2 628 847 T3

 



109

<210> 49 
<211> 9734 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i74810

10
<400> 49

ES 2 628 847 T3

 



110

ES 2 628 847 T3

 



111

ES 2 628 847 T3

 



112

ES 2 628 847 T3

 



113

ES 2 628 847 T3

 



114

ES 2 628 847 T3

 



115

<210> 50 
<211> 7980 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i76221

10
<400> 50

ES 2 628 847 T3

 



116

ES 2 628 847 T3

 



117

ES 2 628 847 T3

 



118

ES 2 628 847 T3

 



119

<210> 51 
<211> 13266 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i84022

10
<400> 51

ES 2 628 847 T3

 



120

ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3

 



123

ES 2 628 847 T3

 



124

ES 2 628 847 T3

 



125

ES 2 628 847 T3

 



126

<210> 52 
<211> 13712 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i84024

10
<400> 52

ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3

 



130

ES 2 628 847 T3

 



131

ES 2 628 847 T3

 



132

ES 2 628 847 T3

 



133

ES 2 628 847 T3

 



134

<210> 53 
<211> 13964 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i84026

10
<400> 53

ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3

 



139

ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3

 



141

<210> 54 
<211> 13963 
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<223> Construcción sintética: construcción de integración i85207

10
<400> 54

ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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ES 2 628 847 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de levadura modificada genéticamente capaz de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula:

(a) uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) 5
para fabricar isopentenil pirofosfato; y
(b) un ácido nucleico heterólogo que codifica una acetilaldehído deshidrogenasa de acilación (ADA).

2. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 1, en la que:
10

(a) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-
CoA para formar acetoacetil-CoA;
(b) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa;
(c) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que usa NADH que convierte 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) en mevalonato; y/o15
(d) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH.

3. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende 
además un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfocetolasa (PK).

20
4. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende 
además un ácido nucleico heterólogo que codifica una fosfotransacetilasa (PTA).

5. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende 
además una alteración funcional de una o más enzimas del bypass de la piruvato deshidrogenasa (PDH) nativa.25

6. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 5, en la que dichas una o más enzimas del 
bypass de PDH se seleccionan entre acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehído 
deshidrogenasa 6 (ALD6).

30
7. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 6, en la que:

(a) ACS1 está alterada funcionalmente;
(b) ACS2 está alterada funcionalmente;
(c) ALD6 está alterada funcionalmente;35
(d) ACS1 y ACS2 están alteradas funcionalmente; o
(e) ACS1, ACS2 y ALD6 están alteradas funcionalmente.

8. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende 
además una alteración funcional de una o más enzimas que tienen actividad alcohol deshidrogenasa (ADH).40

9. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 8, en la que dichas una o más enzimas que 
tienen actividad ADH se seleccionan entre alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), alcohol deshidrogenasa 3 (ADH3), 
alcohol deshidrogenasa 4 (ADH4) y alcohol deshidrogenasa 5 (ADH5).

45
10. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que:

(a) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa dos moléculas de 
acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA;
(b) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetoacetil-CoA con 50
acetil-CoA para formar HMG-CoA;
(c) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-CoA en 
mevalonato;
(d) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que fosforila mevalonato para dar 
mevalonato 5-fosfato;55
(e) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-fosfato en 
mevalonato 5-pirofosfato;
(f) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-pirofosfato 
en isopentenil pirofosfato; y/o
(g) dichas una o más enzimas de la ruta de MEV se seleccionan entre HMG-CoA sintasa, mevalonato quinasa, 60
fosfomevalonato quinasa y mevalonato pirofosfato descarboxilasa.

11. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la 
célula de levadura comprende una pluralidad de ácidos nucleicos heterólogos que codifican todas las enzimas de la 
ruta de MEV.65
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12. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que:

(a) dichos uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más enzimas de la ruta de MEV están 
bajo el control de un solo regulador de la transcripción; o
(b) dichos uno o más ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más enzimas de la ruta de MEV están 5
bajo el control de múltiples reguladores de la transcripción heterólogos.

13. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que 
comprende además:

10
(a) un ácido nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en 
dimetilalil pirofosfato (DMAPP);
(b) un ácido nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP 
para formar un compuesto de poliprenilo; y/o
(c) un ácido nucleico heterólogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar un 15
compuesto de isoprenoide.

14. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 13, en la que la enzima que puede modificar 
IPP o un poliprenilo para formar un compuesto de isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en careno 
sintasa, geraniol sintasa, linalool sintasa, limoneno sintasa, mirceno sintasa, ocimeno sintasa, α-pineno sintasa, β-20
pineno sintasa, γ-terpineno sintasa, terpinoleno sintasa, amorfadieno sintasa, α-farneseno sintasa, β-farneseno 
sintasa, farnesol sintasa, nerolidol sintasa, patchouliol sintasa, nootkatona sintasa y abietadieno sintasa.

15. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicación 13, en la que:
25

(a) el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en un hemiterpeno, monoterpeno, diterpeno, triterpeno, 
tetraterpeno, sesquiterpeno y politerpeno;
(b) el isoprenoide es un sesquiterpeno;
(c) el isoprenoide es un isoprenoide C5-C20; o
(d) el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, α-farneseno, β-30
farneseno, farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno, 
patchoulol, β-pineno, sabineno, γ-terpineno, terpinoleno y valenceno.

16. Un método para producir un isoprenoide que comprende:
35

(a) cultivar una población de la célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 15 en un medio con una fuente de carbono en condiciones adecuadas para fabricar dicho 
compuesto isoprenoide; y
(b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del medio.

40
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