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DESCRIPCIÓN

Producción de metabolitos

La presente invención se refiere a la producción de estilbenoides tales como resveratrol o pinosilvina y otros
metabolitos por medio de microorganismos modificados mediante ingeniería genética.

Los microorganismos modificados genéticamente para poder producir resveratrol se describen en los documentos5
WO06/089898, WO2009/016108, WO2009/124879 y WO2009/124967. Los microorganismos productores de
pinosilvina se describen en el documento WO2008/009728. La Patente Sudafricana 2004/8194 (Universidad de
Stellenbosch) y Becker et al. describieron una Saccharomyces cerevisiae para la fermentación de mosto de vino en
la que se ha introducido un gen de resveratrol sintasa de vid (vst1). El documento WO2006/125000 describe células
oleaginosas que tienen capacidad de producción de resveratrol. El documento WO2006/124999 describe bacterias10
que producen resveratrol. Las levaduras que producen PUFA se describen en el documento WO2005/118814.

Es deseable mejorar la cantidad de estilbenoide u otro metabolito tal como PUFA producido por células de
microorganismos y además mejorar el transporte de metabolitos fuera de las células productoras y en el medio en el
que están creciendo.

Un mecanismo que poseen las células para transportar sustancias a través de sus membranas celulares es15
proporcionado por transportadores ABC (Transportadores de Casetes de Unión a ATP). Éstos son proteínas
asociadas a la membrana plasmática que transportan sustancias en un procedimiento impulsado por ATP. Los
transportadores ABC son proteínas que abarcan toda la membrana que utilizan ATP para transportar diversos
sustratos a través de las membranas, tales como productos metabólicos, lípidos, esteroles y fármacos. Los
transportadores ABC se pueden encontrar en todos los organismos, tanto eucariotas como procariotas. En la20
levadura y los hongos también están involucrados en la resistencia a los fármacos y son responsables de la
excreción de diversos compuestos xenobióticos. S. cerevisiae tiene aproximadamente 16 transportadores
relacionados con ABC (Rogers et al., 2001; Jungwirth y Kuchler 2006), y muchos de estos transportadores
dependientes de ATP están involucrados en la respuesta a los fármacos pleiotrópicos (Jungwirth y Kuchler 2006).

Se han realizado estudios de micromatrices en levaduras alimentada con diversos sustratos; un análogo de 25
resveratrol metilado llamado pteroestilbeno (Pan et al, 2008), y dos esteroides i) celastrol (Trott et al., 2008) y ii) 
progesterona (Banerjee et al., 2008). Los esteroides tienen un tamaño similar al del resveratrol y una estructura
general plana.

Cuando se suministró pteroestilbeno a la levadura, se indujeron los transportadores ABC PDR5, PDR10, YOR1 y
SNQ2 (Pan et al., 2008), y la progesterona y el celastrol indujeron PDR5, PDR15, PDR10, SNQ2 (Benerjee et al.,30
2008) y PDR5, PDR10, PDR15, PDR16, SNQ2, YCF1, YOR1 (Trott et al., 2008), respectivamente.

Si bien estos estudios se refieren a la respuesta del microorganismo a la exposición a los compuestos sometidos a
ensayo y no están relacionados con el transporte de los microorganismos de compuestos producidos por el
microorganismo como tal, los autores de la presente invención suponen que la regulación al alza de un transportador
ABC relevante podría mejorar el transporte de resveratrol fuera de una célula productora de resveratrol, con un35
efecto beneficioso. Ahora los autores de la presente invención han establecido que SNQ2 es un transportador ABC
que es eficaz para transportar resveratrol de acuerdo con la reacción:

Resveratrol (dentro de la célula) + ATP → Resveratrol (fuera de la célula) + ADP

Adicionalmente, los autores de la presente invención han establecido que esto es eficaz para aumentar la40
producción de resveratrol por las células.

Trantas et al. (Metabolic Engineering, 2009, 11:355-366) describen cepas de levadura recombinantes que se pueden
utilizar para la producción de estilbenoides y flavonoides.

El documento WO 2006/124999 describe un método para producir resveratrol en una célula anfitriona bacteriana
recombinante.45

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invención proporciona un microorganismo recombinante que
produce y excreta al medio de cultivo un metabolito estilbenoide producto cuando se cultiva en condiciones de
producción de estilbenoide, cuyo microorganismo tiene genes que codifican enzimas que constituyen una ruta
metabólica para la producción de dicho estilbenoide y un transportador ABC que transporta dicho estilbenoide fuera
de dicho microorganismo a dicho medio de cultivo, en donde dicho transportador es exógeno a dicho50
microorganismo o dicho gen que codifica dicho transportador es endógeno y está presente en un número de copias
mayor que en el microorganismo nativo y/o está bajo el control de un promotor más fuerte de modo que dicho gen
endógeno se expresa a un nivel más alto que el nivel de expresión nativo,

en donde dicho microorganismo tiene genes que codifican las enzimas:
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- fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- fenilalanina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa.

Las cepas de microorganismos que producen estilbenoides como se describe en las anteriores enseñanzas de los5
autores de la presente invención comentadas más arriba son eficaces para producir los estilbenoides, pero tales
cepas generalmente evolucionan disminuyendo la producción de estilbenoides a lo largo del tiempo. Los genes
heterólogos necesarios para la producción de estilbenoides, p. ej., el resveratrol, o la producción de otros
metabolitos se pueden incluir en plásmidos de múltiples copias o plásmidos integrativos que también contienen
genes para expresar productos marcadores de deficiencia necesarios para complementar un carácter auxótrofo en la10
cepa anfitriona. Esto sirve para mantener los plásmidos, ya que su pérdida completa haría que la célula anfitriona
fuera inviable en virtud de su carácter auxótrofo y la reducción del número de copias de los plásmidos de múltiples
copias tendería a un resultado similar y sería desventajoso para la supervivencia y la replicación. Por lo tanto,
cualquier célula de la progenie que carezca del plásmido requerido, o suficientes copias del mismo, morirá. Sin
embargo, esto da lugar a un "tira y afloja" entre las fuerzas opuestas del requisito de mantener un número suficiente15
de copias de los plásmidos para producir los productos marcadores, por una parte, y la carga metabólica impuesta
sobre la célula anfitriona por la presencia de los plásmidos y la producción de estilbenoide resultante. La carga
metabólica incluye el consumo de energía en la síntesis de ADN necesaria para replicar el sistema de expresión, la
expresión de proteínas homólogas y heterólogas localizadas en el sistema de expresión, o los productos generados
a partir de las proteínas expresadas. Por lo tanto, los autores de la presente invención han encontrado que un20
número de copias inicialmente alto puede disminuir a lo largo de las generaciones de células.

La eficacia de la compensación de microorganismos a partir de la auxotrofia proporcionada por el gen marcador de
deficiencia depende del mantenimiento de una concentración suficiente de proteína expresada por el gen dentro de
la célula. Esto depende en parte de la vida de la proteína en cuestión. Como comentaron Gilon et al: 1998, las
proteínas que se van a degradar en células eucariotas se marcan comúnmente para su destrucción al etiquetarse25
con ubiquitina. Las moléculas etiquetadas con ubiquitina se degradan por diversos mecanismos, pero principalmente
por el proteosoma 26S. Gilon informó de que ciertas secuencias C-terminales añadidas al final de una proteína
podrían aumentar la tasa de etiquetado con ubiquitina, lo que llevaría a una degradación más rápida de la proteína.

Los autores de la presente invención han apreciado ahora que proporcionar extensiones C-terminales de productos
de expresión de proteínas de genes marcadores de deficiencia que conducen a una ubiquitinación y una30
degradación más rápidas de esos productos cambiaría el equilibrio en el "tira y afloja" mencionado anteriormente.
Las células necesitarían un mayor número de copias de los plásmidos afectados para proporcionar un mayor 
suministro de los productos de expresión de los genes marcadores de deficiencia incorporados a los plásmidos para 
compensar la auxotrofia, y esto a su vez conduciría a un aumento del número de copias de los genes de la ruta del 
resveratrol y una mayor producción de resveratrol. Además, este principio se puede aplicar generalmente a35
metabolitos producidos por una ruta metabólica dependiente de enzimas codificadas por genes de un plásmido
multicopia.

Por consiguiente, la presente invención proporciona en un segundo aspecto el microorganismo recombinante
anterior que produce y preferiblemente excreta al medio de cultivo un estilbenoide como un metabolito producto
deseado cuando crece en condiciones de producción de metabolitos deseadas, en donde el genoma del40
microorganismo produce un fenotipo auxótrofo cuyo fenotipo auxótrofo es compensado por al menos un producto de
expresión de un plásmido de múltiples copias o integrativo autorreplicante presente en dicho microorganismo, cuyo
plásmido también expresa una o más enzimas que participan en una ruta metabólica que produce dicho metabolito
deseado, y en donde al menos uno de dichos productos de expresión del plásmido autorreplicante o integrativo está
genéticamente modificado para incluir una secuencia de etiqueta de ubiquitinación.45

La producción de resveratrol en S. cerevisiae recombinante normalmente requiere cuatro genes heterólogos,
fenilalanina amoniaco liasa, cinamato-4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y resveratrol sintasa. La ruta se expresa
en forma de proteínas citosólicas solubles, con la excepción de la cinamato-4-hidroxilasa que se ancla en las
membranas del RE que se orientan al citosol. La ruta del resveratrol prefiere fenilalanina y malonil-CoA como
precursores principales para la producción.50

En s. cerevisiae el exceso de fenilalanina se degrada a feniletanol o fenilacetato a través de la ruta de Erhlich
(Etschmann et al.,  2002). Una de las enzimas clave para la degradación de la fenilalanina es la fenilpiruvato
decarboxilasa (ARO10) (Vuralhan et al., 2005). ARO10 (YDR380w) codifica una enzima, la fenilpiruvato
descarboxilasa, que cataliza la descarboxilación de fenilpiruvato a fenilacetaldehído, en la ruta de Ehrlich (también
llamada ruta del alcohol fusel), lo que significa la generación de alcoholes a partir de aminoácidos mediante 55
transaminación, seguido de una descarboxilación y una etapa final de reducción (transaminasa => descarboxilasa =>
reductasa/deshidrogenasa). Para aumentar el acceso a la fenilalanina, los autores de la presente invención han
eliminado ARO10 eliminando así una ruta competitiva que consume fenilalanina. Los autores de la presente
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invención han encontrado que la deleción de la función del gen ARO10 de la levadura nativa  aumenta el
rendimiento del resveratrol y del ácido cumarico en una levadura productora de resveratrol. Se pueden aplicar
principios similares a la producción de otros metabolitos estilbenoides.

Por consiguiente, en un tercer aspecto, la presente invención proporciona el microorganismo recombinante anterior
que produce y excreta al medio de cultivo un metabolito estilbenoide producto cuando se cultiva en condiciones de5
producción de estilbenoide, en el que la expresión por un microorganismo de una enzima que participa en el
catabolismo de fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce en comparación con su nivel de expresión nativo.

De acuerdo con el primer aspecto de la invención, el estilbenoide producido puede ser cualquiera de los diversos
estilbenoides, pero es preferiblemente resveratrol.

Dicho transportador ABC puede ser el producto de expresión del gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae. Puede10
ser el producto de expresión del gen BcatrB de Botrytis cinerea.

En el presente contexto, el término "microorganismo" se refiere a organismos microscópicos, que incluyen bacterias,
hongos microscópicos, incluyendo levaduras.

Preferiblemente, el microorganismo es Saccharomyces cerevisiae recombinante. Sin embargo, otros numerosos
microorganismos que pueden ser modificados genéticamente para producir resveratrol u otros estilbenoides se15
describen en los documentos WO06/089898, WO2009/016108, WO2009/124879, WO2009/124967 y
WO2008/009728. El primer aspecto de la invención se puede aplicar a cualquiera de esos microorganismos. Por lo
tanto, el microorganismo puede ser un hongo, y más específicamente un hongo filamentoso que pertenece al género
de Aspergilus, p.ej. A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, una levadura perteneciente al género
Saccharomyces, p. ej. S. cerevisiae, S. kluyveri, S. bayanus, S. exiguus, S. sevazzi, S. uvarum, una levadura20
perteneciente al género Kluyveromyces, p. ej. K. lactis K. marxianus var. marxianus, K. thermotolerans, una levadura
perteneciente al género Candida, p. ej. C. utilis C. tropicalis, C. albicans, C. lipolytica, C. versatilis, una levadura
perteneciente al género Pichia, p. ej. P. stipidis, P. pastoris, P. sorbitophila, u otros géneros de levadura, p. ej.
Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Pichia, Yarrowia, Zygosaccharomyces o Schizosaccharomyces. Con
respecto a otros microorganismos, se proporciona una lista no exhaustiva de hongos filamentosos adecuados: una25
especie perteneciente al género Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Fusidium, Gibberella, Mucor, Mortierella,
Trichoderma.

Con respecto a las bacterias, se proporciona una lista no exhaustiva de bacterias adecuadas de la siguiente manera:
una especie que pertenece al género Bacillus, una especie que pertenece al género Escherichia, una especie que
pertenece al género Lactobacillus, una especie que pertenece al género Lactococcus, una especie que pertenece al30
género Corynebacterium, una especie que pertenece al género Acetobacter, una especie que pertenece al género
Acinetobacter, una especie que pertenece al género Pseudomonas, etc.

Los microorganismos preferidos de la invención pueden ser S. cerevisiae, A. niger, A. oryzae, E. coli, L. lactis o B.
subtilis.

El microorganismo construido y modificado genéticamente se puede cultivar utilizando procedimientos comúnmente35
conocidos, que incluyen cultivos quimiostáticos, por lotes, de alimentación por lotes, etc.

Los siguientes microorganismos son bacterias preferidas Escherichia coli y Lactococcus lactis, y hongos, Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger y todas las levaduras pertenecientes al género Saccharomyces.

Preferiblemente, un gen que expresa dicho Transportador ABC está bajo el control de un promotor que proporciona
una expresión constitutiva. El gen que expresa dicho Transportador ABC puede ser endógeno o exógeno. Si es40
endógeno, puede estar presente opcionalmente en un número de copia más alto que en el microorganismo nativo.
Sin embargo, se puede obtener un mayor nivel de expresión al colocar el gen relevante bajo el control de un
promotor más fuerte, ya sea constitutivo o inducible.

El microorganismo tiene genes que expresan enzimas que proporcionan una ruta metabólica productora de
estilbenoide que incluye al menos fenilalanina amoniaco liasa (PAL), 4-cumarato-CoA ligasa (4CL1) y estilbeno45
sintasa o puede tener genes que expresan enzimas que proporcionan una ruta metabólica que produce estilbenoide
que incluye al menos fenilalanina amoniaco liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (4CH), 4-cumarato-CoA ligasa
(4CL1) y estilbeno sintasa. Como alternativa a PAL, se puede proporcionar TAL y se puede utilizar la ruta TAL (por
ejemplo, TAL, 4CL1, estilbeno sintasa). La estilbeno sintasa puede ser una resveratrol sintasa o una pinosilvina 
sintasa, pero preferiblemente es una resveratrol sintasa (VST). Pueden estar presentes simultáneamente tanto VST50
como STS.

Este primer aspecto de la invención se refiere al uso de transportadores ABC para aumentar la exportación de
estilbenoides tales como resveratrol o pinosilvina desde células de microorganismos. Los autores de la presente 
invención consideran que la identificación y la expresión en exceso de un transportador de resveratrol en
microorganismos, incluyendo en S. cerevisiae, permitirían una mayor producción de resveratrol ya que la55
acumulación de una alta concentración intracelular de resveratrol podría inhibir el crecimiento y el metabolismo de la
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levadura. Se aplicarían Principios similares a otros estilbenoides. Se realizaron búsquedas in silico utilizando la
herramienta BLAST en una base de datos del genoma de S. cerevisiae y sometiendo a búsqueda blast 
transportadores ABC de otras levaduras y hongos y de la propia S. cerevisiae. Los candidatos resultantes se
muestran en la Tabla 1. Se encontraron algunos candidatos más que los 16 transportadores ABC anteriormente
descritos (Rogers et al., 2001; Jungwirth y Kuchler 2006) en estas búsquedas de homología.5

Tabla 1. Transportadores ABC en S. cerevisiae (Nomenclatura de acuerdo con la base de datos del genoma de
Saccharomyces).

YOR153W - PDR5 YCR011C - ADP1

YDR406W - PDR15 YPL270W - MDL2

YOR328W - PDR10 YLR188W - MDL1

YNR070W - PDR18 YDR135C - YCF1

YPL058C - PDR12 YLL048C - YBT1

YDR011W - SNQ2 YHL035C - VMR1

YOR011W - AUS1 YKL209C - STE6

YIL013C - PDR11 YMR301C - ATM1

YOL075C YLL015W - BPT1

YGR281W - YOR1

Se han descrito supuestos genes de resveratrol sintasa en el hongo de la raíz blanca Botrytis Cinerea (Número de
acceso del gen BcatrB: AJ006217) (Schoonbeek et al., 2001) y el hongo Aspergillus nidulans (Número de acceso del10
gen ATRB: Z68905) (del Sorbo et al., 1997, Andrade et al., 2000). Los mutantes de deleción de Botrytis cinerea
(delta-BcatrB) y Aspergillus Nidulans (delta-ATRB) mostraron una mayor sensibilidad hacia el resveratrol
(Schoonbeek et al., 2001, Andrade et al., 2000). Estas dos proteínas, ATRBp y BcatrBp, tienen la homología más
alta (30-39%) para los genes transportadores de S. cerevisiae codificados por los genes PDR18, SNQ2, PDR10,
PDR12, PDR5 y PDR15. Los autores de la presente invención consideran que al menos uno de los genes15
homólogos en S. cerevisiae debe ser un transportador de resveratrol. Como se muestra en los ejemplos a
continuación, tanto SNQ2 como BcatrBp son eficaces para aumentar la producción de resveratrol en S. cerevisiae.

Muchos transportadores ABC de otros organismos se han expresado en S .cerevisiae (Connolly et al., 2005; Del
Sorbo et al., 2008; Nimii et al., 2005; Zwiers et al., 2002). Sin embargo, también se han expresado transportadores
ABC de S. cerevisiae en otros organismos. Esto ha sido ilustrado por la expresión funcional del transportador YCF120
en la planta Arabidopsis thaliana (Song et al., 2003) y PDR5, un pariente cercano de SNQ2, en la planta de tabaco
(Muhitch et al., 2000). En general, parece que la expresión funcional de cualquier transportador ABC es posible a
través de las barreras de especie, como se ha ilustrado por la expresión de 25 transportadores ABC humanos en
Pichia pastoris (Chloupkova et al., 2007). Incluso los transportadores unidos a la membrana eucarióticos se han
expresado en organismos procarioticós tales como Lactococcus lactis (Kunji et al., 2003). Por lo tanto, es probable25
que otros organismos puedan volverse tolerantes a altos niveles de resveratrol por la expresión heteróloga de SNQ2
o BcatrB de S. cerevisiae o Botrytis cinerea.

El segundo aspecto se refiere al uso de etiquetas de ubiquitinación y es útil ya sea de forma aislada o combinadas
con el primer aspecto.

Dicha secuencia de etiqueta de ubiquitinación es preferiblemente una prolongación C-terminal de dicho producto de30
expresión.

Preferiblemente, dicha prolongación C-terminal de dicho producto de expresión satisface los siguientes criterios:

1. Es una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido conectado en marco al extremo N o C terminal de
un marco de lectura abierto de un gen.
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2. La secuencia de proteína consiste en al menos 10 aminoácidos e incluye una región hidrófoba de al menos
cinco aminoácidos.

3. Al menos 40% de los aminoácidos en la región hidrófoba deben ser aminoácidos con cadenas laterales
hidrófobas.

Preferiblemente, la secuencia de la etiqueta tiene una de las siguientes secuencias:5

ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1)

SLISLPLPTRVKFSSLLLIRIMKIITMTFPKKLRS (SEQ ID NO: 2)

FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3)

SNPFSSLFGASLLIDSVSLKSNWDTSSSSCLISFFSSVMFSSTTRS (SEQ ID NO: 4)

CRQRFSCHLTASYPQSTVTPFLAFLRRDFFFLRHNSSAD (SEQ ID NO: 5)10

GAPHVVLFDFELRITNPLSHIQSVSLQITLIFCSLPSLILSKFLQV (SEQ ID NO: 6)

NTPLFSKSFSTTCGVAKKTLLLAQISSLFFLLLSSNIAV (SEQ ID NO: 7)

PTVKNSPKIFCLSSSPYLAFNLEYLSLRIFSTLSKCSNTLLTSLS (SEQ ID NO: 8)

SNQLKRLWLWLLEVRSFDRTLRRPWIHLPS (SEQ ID NO: 9)

SISFVIRSHASIRMGASNDFFHKLYFTKCLTSVILSKFLIHLLLRSTPRV (SEQ ID NO: 10)15

cuyos ejemplos pueden ser codificados como sigue:

1. ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1)

  

2. FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3)

   20

La etiqueta de ubiquitinación también puede ser FSSLA (SEQ ID NO: 13).

Dicho producto de expresión que lleva la secuencia de etiqueta de ubiquitinación es preferiblemente el producto de
expresión de un marcador que incluye ura3 o his3 o trp1, leu2, lys2, o met15.

De acuerdo con el primer aspecto de la invención, el metabolito deseado producto es preferiblemente un
estilbenoide pero también puede ser un ácido graso poliinsaturado y cualquiera de los dos puede ser producido en25
una Saccharomyces cerevisiae recombinante apropiada.

Generalmente, todas las características preferidas del primer aspecto de la invención se pueden emplear
combinadas con las características preferidas del segundo aspecto.

El sistema de replicación autónoma de 2 micras (2 μm) se utiliza como un sistema de expresión de elevado número
de copias con una alta estabilidad. Una célula anfitriona que contiene un sistema de expresión con el origen de30
replicación de 2 μm generalmente contiene aproximadamente 30-40 copias de vectores de expresión, dependiendo
del uso del marcador y de la carga metabólica, también denominado tira y afloja (Moriya et al., 2006). La
incorporación de un marcador deficiente como el marcador de deficiencia de leu2 (Moriya et al., 2006) puede
aumentar el número de copias en el sistema de expresión de 2 μm de 30-40 a 150-160 copias.

La producción de resveratrol en S. cerevisiae generalmente está habilitada por la expresión de cuatro genes35
heterólogos, y la fenilalanina y la malonil-CoA del precursor (documento WO06/089898). Las cuatro proteínas
heterólogas se pueden localizar en dos plásmidos que contienen dos genes heterólogos cada uno o un plásmido que
contiene los cuatro genes, que constituyen la ruta del resveratrol. El sistema de expresión utilizado contiene un
sistema de expresión de 2 μm como origen de replicación y un marcador tal como ura3 y/o his3 o uno de los otros
marcadores mencionados anteriormente para complementar la cepa anfitriona auxótrofa. La expresión de la ruta40
productora de resveratrol en un plásmido da como resultado un número de copias inicial determinado por el tira y
afloja (Moriya et al., 2006) que da como resultado un título dado de resveratrol. El uso de dos plásmidos eleva la
concentración final que muestra que un aumento en el número de copias del plásmido afecta al rendimiento de
resveratrol como se muestra en el Ejemplo 35.
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Para aumentar el equilibrio del número de copias, se necesita diseñar el anfitrión para que se adapte mejor a la
presión conferida por el sistema de expresión/producción o aumentar la necesidad del gen marcador. La última
solución se utiliza en ejemplos de acuerdo con este aspecto de la invención, centrándose en la semivida de
proteínas del producto del gen marcador fusionando la secuencia codificante del marcador ura3 a una etiqueta C-
terminal que contiene secuencias de direccionamiento para los genes Ubc6 y Ubc7 de S. cerevisiae (Gilon et al.,5
1998). Esto debería disminuir la semivida de las proteínas y, por lo tanto, aumentar la demanda de número de copias
del gen marcador.

El tercer aspecto se refiere a la eliminación u otra negación de la función de la ruta de Erhlich, ya que afecta a los
precursores del metabolito deseado.

Dicha enzima cuya actividad se suprime o reduce puede ser preferiblemente una fenilpiruvato descarboxilasa. Un10
gen que expresa dicha enzima puede ser eliminado o desactivado funcionalmente, por ejemplo mediante eliminación
parcial o inserción de una secuencia sin sentido. Preferiblemente, el microorganismo es una Saccharomyces
cerevisiae recombinante y dicha enzima está codificada por Aro10.

El tercer aspecto, que incluye todas sus características preferidas, se puede utilizar combinado con uno o ambos
aspectos primero y segundo, incluyendo todas o cualquiera de sus características preferidas.15

La producción de estilbenoide puede aumentar aún más al aumentar la expresión del gen ACC1 para aumentar el
conjunto de malonil-CoA disponible en la ruta metabólica, como se describe en los documentos WO2009/124879 y
WO2009/124966.

Los microorganismos particularmente preferidos, especialmente S. cerevisiae, de acuerdo con la invención
contienen cuatro plásmidos integrativos que contienen los genes de la ruta del resveratrol heterólogo y los genes del20
transportador de resveratrol de la planta y portan una deleción en los genes Aro10, Ura3, His3, Leu2, Trp1 y una
expresión en exceso de los genes ACC1 y SNQ2.

De acuerdo con cada aspecto de la invención, se puede preferir cambiar y modificar la expresión del gen Aro4 y/o
Aro7 a niveles superiores a los producidos en el tipo salvaje del microorganismo. Estos genes están implicados en la
síntesis de aminoácidos aromáticos y la mejora de la producción de estilbenoide que han observado los autores de 25
la presente invención al utilizarlos puede deberse a la provisión de niveles más elevados de precursores de
aminoácidos.

En un aspecto preferido, la invención proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene genes que
codifican enzimas que constituyen una ruta metabólica para la producción de un estilbenoide y que expresan un
Transportador (preferiblemente un transportador ABC) que tiene actividad exportadora para el estilbenoide, en30
donde el genoma de Saccharomyces cerevisiae produce un fenotipo auxótrofo cuyo fenotipo auxótrofo es
compensado por al menos un producto de expresión de un plásmido autorreplicante o de múltiples copias integrativo
presente en dicha Saccharomyces cerevisiae, cuyo plásmido también expresa una o más de dichas enzimas que
constituyen dicha ruta metabólica que produce dicho estilbenoide, y en donde al menos uno de dichos productos de
expresión del plásmido autorreplicante o integrativo está modificado genéticamente para que incluya una secuencia35
de etiqueta de ubiquitinación.

Preferiblemente, en semejante organismo recombinante, la expresión de una enzima que participa en el catabolismo
de la fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce en comparación con su nivel de expresión nativo como se describió
anteriormente y preferiblemente la expresión del gen ACC1 se eleva por encima de su nivel de expresión nativo.

En una realización particularmente preferida, se proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene 40
un fenotipo cromosómico TRP auxótrofo, URA auxótrofo, LEU auxótrofo e HIS auxótrofo y que tiene incorporado un
plásmido integrante que contiene el gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae bajo el control de un promotor
constitutivo de TDH3, cuyo plásmido restaura la prototrofia para TRP, y que contiene adicionalmente un primer
plásmido de múltiples copias autorreplicante que contiene los genes 4CL2, VST1 y URA3 C-terminalmente
prolongados por la secuencia de etiqueta de ubiquitinación GCT TGT AAA AAT TGG TTT TCT TCT TTG TCT CAT45
TTT GTT ATT CAT TTG, un segundo plásmido de múltiples copias autorreplicante que contiene los genes PAL2,
C4H:CYB5:ATR2, HIS3, 4CL2, y VST1, y un tercer plásmido de múltiples copias autorreplicante que contiene los
genes VST1, 4CL2, LEU2, C4H: CYB5: ATR2, y PAL2.

En otra realización particularmente preferida, se proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene 
un fenotipo cromosómico TRP auxótrofo, URA auxótrofo, LEU auxótrofo e HIS auxótrofo y que tiene incorporado un50
plásmido integrativo que contiene el gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae bajo el control de un promotor
constitutivo de TDH3, cuyo plásmido restaura la prototrofia para TRP y que contiene adicionalmente un primer
plásmido integrativo que contiene los genes PAL2, C4H y C4H:CYB5:ATR2, un segundo plásmido integrativo que
contiene los genes VST, 4CL2 e HIS5 C-terminalmente prolongados por la secuencia de etiqueta de ubiquitinación
GCT TGT AAA AAT TGG TTT TCT TCT TTG TCT CAT TTT GTT ATT CAT TTG, y un tercer plásmido integrativo55
que contiene los genes VST y STS.

La invención se describirá adicionalmente con referencia a los dibujos adjuntos en los que:
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La Figura 1 muestra una ruta metabólica que produce resveratrol;

La Figura 2 muestra una ruta metabólica alternativa que produce resveratrol;

La Figura 3 muestra una ruta metabólica que produce pinosilvina;

La Figura 4 muestra la estructura de un plásmido Rho0053 producido en el Ejemplo 19;

La Figura 5 muestra la estructura de un plásmido Rho0032B producido en el Ejemplo 17;5

La Figura 6 muestra la estructura de un plásmido Rho0044 producido en el Ejemplo 18;

La Figura 7 muestra la estructura de un plásmido Rho0051 producido en el Ejemplo 24;

La Figura 8 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 21;

La Figura 9 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 22;

La Figura 10 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 35;10

La Figura 11 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 36;

La Figura 12 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 36;

La Figura 13 muestra la producción de resveratrol medida en el Ejemplo 41;

La Figura 14 muestra una secuencia a la que se hace referencia en el Ejemplo 55 (SEQ ID NO: 185);

La Figura 15 muestra un análisis de varios transformantes FS09258 + p0204 + p0180 producidos en el Ejemplo 65; y15

La Figura 16 muestra los resultados de las fermentaciones de alimentación por lotes conducidas descritas en el
Ejemplo 72 utilizando las cepas FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS09322.

La Figura 17 muestra un perfil de tiempo típico de la producción de resveratrol y otros productos en el cultivo de la
cepa FS09322 de Saccharomyces cerevisiae de acuerdo con la invención. La barra vertical a aproximadamente 55
minutos indica el tiempo de cambio a una fase de producción.20

Como se muestra en la Figura 1, el resveratrol se puede formar a partir de fenilalanina a través de una ruta en la que
fenilalanina se transforma en ácido cinámico por una fenilalanina amoniaco liasa (PAL1, PAL2 o PAL3), que se
transforma en ácido cumarico por acción de una cinamato 4-hidroxilasa (C4H). A partir del ácido cumarico se forma
4-cumaroil-CoA por la acción de una 4-cumarato-CoA ligasa (4CL1). La 4-cumaroil-CoA se hace reaccionar con
malonil-CoA mediante una resveratrol sintasa para producir resveratrol. Una ruta alternativa que se muestra en la25
Figura 2 comienza con tirosina en lugar de fenilalanina y forma ácido cumarico más directamente. Una ruta para
producir pinosilvina mostrada en la Figura 3 se parece a la de la figura 1, pero forma el estilbenoide a partir de una
reacción entre malonil-CoA y cinamoil-CoA catalizada por una resveratrol sintasa o más preferiblemente por una
pinosilvina sintasa (es decir, una estilbeno sintasa que tiene una preferencia por cinamoil-CoA como sustrato).

Se puede proporcionar una ruta de estilbenoide en un microorganismo tal como Saccharomyces cerevisiae30
proporcionando los genes necesarios para expresar las enzimas que se muestran en las rutas de estas figuras.

A continuación se describirá con detalle una Saccharomyces cerevisiae recombinante preferida FS09258-51-53-32B-
44 que combina los diversos aspectos de la invención.

El microorganismo receptor es una Saccharomyces cerevisiae con genotipo MATalfa ura3-52 his3 MAL2-8c SUC2].
Se introducen los siguientes plásmidos.35

Material genético introducido

Vectores/plásmidos introducidos

Plásmidos/Cepas FS09258-51-53-32B-44

RHO 0051 +

RHO0053 +

RHO0032B +
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Plásmidos/Cepas FS09258-51-53-32B-44

RHO0044 +

+ Plásmido expresado en la cepa;

FS09258-51-53-32B-44 contiene tres plásmidos de múltiples copias que contienen los genes de la ruta del
resveratrol heterólogos de la planta.

Los tres vectores de plásmidos, RHO0053, RHO0032B y RHO0044, están basados en los vectores PESC de
Stratagene, PESC-URA, PESC-HIS y PESC-LEU (www.stratagene.com) y han sido modificados mediante la5
sustitución de los promotores de galactosa inducibles originales por promotores constitutivos de levadura. Los tres
vectores de plásmidos, RHO0053, RHO0032B y RHO0044 contienen adicionalmente los genes de la ruta del
resveratrol de la planta, con el conjunto completo de genes de la ruta del resveratrol incluidos en cada plásmido
(véanse los mapas de plásmidos más adelante). Los genes de plantas heterólogas provienen de los organismos no
patógenos Arabidopsis thaliana y Vitis vinifera (uva) (resveratrol, sintasa).10

El plásmido Rho51 también se basa en el vector de Stratagene (pesc-trp) y también tiene promotores constitutivos
fuertes. Adicionalmente, la región de 2 micras, que señala la autorreplicación y las múltiples copias, se ha eliminado
y, por lo tanto, este plásmido solo puede replicar como una única copia integrada en el genoma de la levadura.

El plásmido RHO51 contiene una expresión en exceso de un transportador SNQ2 de resveratrol. SNQ2 es un
transportador de casete de unión a ATP (ABC) de membrana plasmática, transportador de múltiples fármacos 15
implicado en la resistencia a múltiples fármacos y tiene resistencia a especies de oxígeno singlete. SNQ2 se clonó
entre los sitios de restricción BamHI y KpnI del vector PSF57-TRP1 para generar el vector RHO0051 (véanse las
características del plásmido y el mapa) bajo el control del promotor de TDH3. Al cortar este vector con Hind III (que
corta al final del marcador TRP1) y transformar una levadura auxótrofa para TRP, el vector integrativo se integra en
el cromosoma del promotor de TRP1 eliminado y restaura el TRP1 no funcional.20

A continuación aparecen más detalles de los plásmidos:

Plásmido RHO0053 - véase también la Figura 4

Características de Rho0053

Nombre Region Tipo

CYC1 Terminador 4987..5107

ADH1 Terminador complemento (157..321)

ADH1 Terminador complemento (6884..7048)

CYC1 Terminador 14786..14906

F1 Origen de replicación complemento (6482..6788)

Origen pUC Origen de replicación 14936..15603

2mu Origen de replicación 16745..17900

TDH3 Promotor complemento (2190..2844)

TEF1 Promotor 3134..3534

TDH3 Promotor complemento (9365..10019)

TEF1 Promotor 10309..10709
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Nombre Region Tipo

Tag 2 Promotor 6169..6216

4CL2 ORF complemento (507..2177)

VST1 ORF 3547..4725

URA3 con TAG2 ORF 5365..6219 /nota=Longitud: 807

PAL2 Codón opt. ORF complemento (7199..9352)

Bla ORF complemento (15751..16623)

C4H-CYB5-ATR2 ORF 10722..14540

Plásmido RHO0032b véase también la Figura 5

Características Rho0032b

Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador 8094..8214

ADH1 Terminador complemento (157..321)

pUC Origen de replicación 14999..15666

2 mu Origen de replicación 16808..17963

Origen F1 Origen de replicación 9613..9919

TEF1 Promotor 12996..13396

TDH3 Promotor complemento (12052..12706)

TDH3 Promotor complemento (2673..3327)

TEF1 Promotor 3617..4017

VST1 ORF 13409..14587

4CL2 ORF complemento (10369..12039)

HIS3 ORF 8562..9221

Bla ORF complemento (15814..16674)

PAL2 ORF complemento (507..2660)

C4H-CYB5-ATR2 ORF 4030..7848

Plásmido RHO0044 -véase también la Figura 65

Características Rho0044
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Nombre Tipo Región

LEU2_terminador Terminador 9721..10171

CYC1 Terminador 7985..8105

CYC1 Terminador 15627..15747

ADH1 Terminador complemento (48..212)

ADH1 Terminador complemento (10797..10961)

2 mu Origen de replicación 17586..18741

Origen PUC Origen de replicación 15777..16444

TDH3 Promotor 13514..14180

TEF Promotor complemento (12824..13236)

LEU2_promotor Promotor 8234..8613

TEF Promotor 3502..3914

TDH3 Promotor complemento (2558..3223)

VST1 ORF 14187..15368

4CL2 ORF complemento (11147..12817)

LEU2 ORF 8614..9720

C4H::Cyb5::AR2codopt ORF 3957..8105

PAL2codopt ORF complemento (398..2551)

BLA ORF complemento (16592..17464)

Plásmido RHO0051 - véase también la Figura 7

Características Rho0051

Nombre Tipo Región

PTRP1 Promotor 187..468

TDH3 Promotor 2865..3514

TEF Promotor complemento (2164..2564)

SNQ2 ORF 3521..8026

TRP1 ORF 469..1140
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FS09258-51-53-32B-44 lleva una deleción en el gen ARO10, Ura3, His3, Leu2, Trp1 y una expresión en exceso del
gen ACC1:

Expresión en exceso de ACC1 por intercambio de promotor

Se expresó en exceso ACC1 utilizando el promotor de TPI1 (Triosa fosfato isomerasa) de S. cerevisiae constitutivo 
nativo. El TPI-ACC1 es una regulación al alza cromosómica del gen ACC1 mediante la sustitución del promotor débil5
natural de ACC1 por el promotor de TPI de S. cerevisiae nativo constitutivo del gen TPI (YDR050c) que codifica una
enzima glicolítica abundante, la triosa fosfato isomerasa. El método utilizado para el cambio de promotor se describe
en (Erdeniz et al, 1997). ACC1 (YNR016c) codifica una enzima, la acetil-CoA carboxilasa, que cataliza la
carboxilación de acetil-CoA para formar malonil-CoA. La malonil-CoA se requiere normalmente para la biosíntesis de
novo de ácidos grasos de cadena larga en levadura y también se necesita para la síntesis de resveratrol (reacción10
de resveratrol sintasa: 3 malonil-CoA + 4-cumaroil-CoA = 4 CoA + 3,4',5-trihidroxiestilbeno + 4 CO2).

Deleción de genes

La deleción de genes se realizó utilizando un sistema cre-lox (Gueldener et al., 2002) que deja una secuencia loxP
corta en el ADN acortado.

A continuación, se describen con más detalle las deleciones: Ura3-52 es un marcador auxótrofo común y bien15
caracterizado y significa que el gen Ura3 natural (o el nombre del gen sistemático YEL021w) se ha mutado mediante
la inserción de un elemento TY1 (transponible). El gen Ura3 codifica una enzima, orotidina-5'-fosfato (OMP)
descarboxilasa, que cataliza la sexta etapa enzimática en la biosíntesis de novo de pirimidinas. Esta mutación es
una mutación no reversible (Rose y Winston, 1984).

His3 también es un marcador común y bien caracterizado y significa que el gen His3 (YOR202w) es una forma20
mutada no reversible que lo hace auxótrofo. His3 codifica una enzima, la imidazologlicerol-fosfato deshidratasa, que
cataliza la sexta etapa en la biosíntesis de histidina.

Leu2 es un marcador auxótrofo común. Por lo general, estos marcadores auxótrofos consisten en mutaciones y
mutaciones de cambio de marco en la posición leu2-3,112 (Meira et al., 1995). Sin embargo, en esta cepa, los 
autores de la presente invención han eliminado las partes principales del gen LEU2 utilizando el método descrito25
anteriormente (Erdeniz et al., 1997) para hacer que la cepa auxótrofa para Leu2 evite las estrategias de mutación en
las cepas de los autores de la presente invención.

Trp1 es un marcador auxótrofo común en cepas de S. cerevisiae de laboratorio. Los autores de la presente 
invención eliminaron las partes principales del gen TRP1 utilizando el método descrito anteriormente (Erdeniz et al.,
1997) para volver auxótrofa la cepa para TRP1 para evitar las estrategias de mutación en las cepas de los autores 30
de la presente invención.

ARO10 (YDR380w) codifica una enzima, la fenilpiruvato descarboxilasa, que cataliza la descarboxilación de
fenilpiruvato a fenilacetaldehído, en la ruta de Ehrlich (también denominada ruta del alcohol fusel), lo que significa la
generación de alcoholes a partir de aminoácidos por transaminación, seguida de una descarboxilación y una etapa 
final de reducción (transaminasa => descarboxilasa => reductasa/deshidrogenasa).35

Ruta del resveratrol

Los genes heterólogos insertados codifican las enzimas implicadas en la ruta de fenilpropanoide. Esta ruta implica el
consumo de L-fenilalanina a través del ácido cinámico a ácido cumarico a cumaril-CoA. Finalmente, la formación de
resveratrol es posible a través de la resveratrol sintasa de la uva. El resveratrol producto formado es un nutracéutico
con propiedades anticancerígenas y antioxidantes. Los genes son los siguientes:40

a) Fenilalanina amoníaco liasa (PAL2) con codones optimizados de Arabidopsis thaliana para la expresión en S.
cerevisiae que cataliza la desaminación de fenilalanina a ácido cinámico.

b) Un fragmento de ADN fusionado que consiste en tres genes (partes):

Parte i) un gen de cinnamato 4-hidroxilasa (C4H) de Arabidopsis thaliana con codones optimizados para la expresión
en S. cerevisiae;45

Parte ii) Portador de electrones Citocromo b5 CYB5 codificado por ORF nativo YNL111c de S. cerevisiae;

Parte iii) Un gen de citocromo p450 reductasa (AR2) de Arabidopsis thaliana, con codones optimizados para la
expresión en S. cerevisiae.

Las tres partes se han fusionado de tal manera que se expresan como una única enzima y la orientación del
fragmento de ADN fusionado es > Codón de inicio C4H::CYB5::AR2 codón de parada < (donde :: representa genes50
fusionados en el marco) . Estas construcciones de fusión permiten actividades catalíticas más elevadas de la etapa
de hidroxilación (conversión de ácido cinámico en ácido cumarico), que cuando C4H se expresa solo.
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c) Una 4-cumaroil CoA-ligasa sin codones optimizados (4CL2) de Arabidopsis thaliana que cataliza la activación del
ácido cumárico a cumaroil-CoA mientras que consume ATP y acetil-CoA.

d) Resveratrol sintasa con codones optimizados de uva (Vitis vinifera) que cataliza la reacción de plegamiento del
anillo de un cumaroil-CoA y 3 malonil-CoA en resveratrol.

Las secuencias reguladoras que permiten la expresión únicamente del gen o los genes de interés.5

Promotor TEF1 de S. cerevisiae (Mumberg et al., 1995), que es el promotor del gen YBR118w. Este gen codifica un
promotor del factor de elongación de la traducción EF-1 alfa TDH3 de S. cerevisiae (Mumberg et al., 1995), que es el
promotor del gen YGR192c. Este gen codifica una gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa.

Terminador CYC1 del gen de S. cerevisiae YJR048w que codifica la isoforma 1 del citocromo C.

Terminador ADH1 del gen de S. cerevisiae YOL086c que codifica la alcohol deshidrogenasa 1.10

Terminador LEU2 del gen de S. cerevisiae YCL018W que codifica la beta-isopropilmalato deshidrogenasa.

Las secuencias de nucleótidos necesarias para el mantenimiento del vector.

- Ori F para la replicación y subclonación en E. coli (sin embargo, no tiene función en S. cerevisiae).

- Ori de 2 micras para la replicación en S. cerevisiae.

- Gen de resistencia a ampicilina para la selección en E. coli (sin embargo, no tiene función y no se expresa en S.15
cerevisiae).

- Marcadores auxótrofos de aminoácidos URA3 e HIS3 y LEU2 y TRP1 para la selección y el mantenimiento en S.
cerevisiae.

La invención se describirá e ilustrará adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.

En este trabajo se han utilizado ciertos métodos que se describirán brevemente aquí.20

Tecnología de infusión

Se generaron las construcciones de vectores utilizando i) la clonación basada en enzimas de restricción
convencionales combinada con la ligación utilizando ADN ligasa de T4 o ii) la tecnología Infusión (In-Fusion™ Dry-
Down PCR Cloning Kit) de Clontech (Clontech, Mountain View, CA). Esta tecnología In-Fusion permite la
recombinación homóloga entre un plásmido linealizado y un inserto generado por PCR que contiene salientes25
homólogos al vector linealizado. El vector linealizado se generó por digestión con enzimas de restricción o por PCR
utilizando Herculase® II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies - Stratagene, La Jolla, CA) y cebadores con
una temperatura de fusión de 60 grados Celsius.

Método bipartito de expresión en exceso de genes de levadura nativos mediante el método de direccionamiento de
genes basado en el marcador URA de Kluyveromyces lactis.30

La expresión en exceso de genes de levaduras nativas con promotores de levadura constitutivos se lleva a cabo por
medio de un método de sustitución del promotor basado en un sustrato de direccionamiento de genes generados por
PCR lineal y utilizando URA3 de K. lactis como un marcador reciclable descrito previamente (Erdeniz et al., 1997).
Este método incluye la generación de una cepa de levadura intermedia, donde el gen marcador URA3 de
Kluyveromyces lactis se integra combinado con dos copias de la secuencia promotora constitutiva fuerte como una35
repetición directa en cada lado del gen marcador. El gen marcador se enlaza a continuación a través de la
recombinación mediada por la repetición directa, un evento que se selecciona cultivando en placa la cepa intermedia
sobre un medio que contiene ácido 5-fluoroorótico (5-FOA), que es tóxico para las células que expresan el gen 
URA3. El resultado es una cepa de levadura, en la cual el promotor nativo ha sido reemplazado por el promotor
constitutivo fuerte. La integración de la secuencia promotora descrita anteriormente y el gen marcador se dirige a la40
ubicación correcta en el genoma por medio de secuencias diana generadas por PCR.

El sustrato de direccionamiento de genes descrito anteriormente se puede construir por medio de múltiples rondas
de fusión-PCR. Sin embargo, para evitar la introducción de mutaciones generadas por PCR, es beneficioso utilizar
un sustrato de direccionamiento de genes bi-partito o incluso cuádruple (Erdeniz et al., 1997).

Por ejemplo, para expresar en exceso un gen con el promotor fuerte de ADH1, este promotor se ha introducido en45
vectores de trabajo intermedios a cada lado de URA3 de K. lactis, dando como resultado los vectores pWAD1,
pWAD2, (documento WO2005/118814). Con estos vectores como moldes, se pueden amplificar fragmentos que
contienen (en la dirección de 5' a 3') 1) el ADH1 acoplado a dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el extremo 5',
utilizando los cebadores AD-fw e Int3', y 2) dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el extremo 3' acoplado a ADH1,
utilizando los cebadores Int5' y AD-rv. Se amplifican las secuencias diana correspondientes a una secuencia de 300-50
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500 pb aguas arriba del gen que se va a expresar en exceso y 300-500 pb que comienzan con ATG del gen que se
va a expresar en exceso, a partir de ADN genómico de levadura utilizando cebadores adecuados. El cebador inverso
utilizado para la amplificación de la secuencia diana aguas arriba contiene un saliente 5' que permite la fusión con el
fragmento 1 descrito anteriormente. El cebador directo utilizado para la amplificación de la secuencia diana que
comienza con ATG contiene un saliente 5' que permite la fusión con el fragmento 2 descrito anteriormente. Después5
de la fusión por PCR de la secuencia diana aguas arriba con el fragmento 1, y fusión por PCR del fragmento 2 con la
secuencia diana que comienza con ATG, los dos sustratos lineales están listos para la transformación.

Método cre/lox para deleción de genes

La deleción de genes diana se llevó a cabo por medio de un método basado en un sustrato de direccionamiento de
genes generados por PCR, lineal utilizando un marcador auxótrofo o de resistencia a antibióticos flanqueado por10
secuencias de 34 pb llamadas sitios loxP, junto con un plásmido que contiene recombinasa (Johansson y Hahn-
Hagerdal, 2002, Yoon et al., 1998).

El método utiliza una recombinasa cre procedente del bacteriófago P1 que reconoce y facilita un evento de
recombinación entre secuencias loxP que causa la pérdida de la secuencia marcadora entre estos sitios. Este
método incluye la generación de una cepa de levadura intermedia, donde el gen marcador elegido se integra15
combinado con dos copias de las secuencias de direccionamiento loxP como una repetición directa a cada lado del
gen marcador. La cepa intermedia también contiene un plásmido de replicación autónoma que lleva un marcador
auxótrofo o de resistencia a antibióticos y un gen de recombinasa Cre controlado por el promotor inducible por
galactosa GAL1. El gen marcador enlaza a continuación a través de la recombinación mediada por la recombinasa
Cre que se dirige a los sitios loxP, un evento activado por el metabolismo de la galactosa. El resultado es una cepa20
de levadura, en la que la secuencia codificante del gen diana ha sido reemplazada por un sitio loxP.

El sustrato de direccionamiento de genes descrito anteriormente se puede construir por medio de fusión-PCR. Sin
embargo, para evitar la introducción de mutaciones generadas por PCR, es beneficioso utilizar un sustrato de
direccionamiento de genes bi-partito o incluso cuádruple (Erdeniz et al., 1997).

Por ejemplo, para eliminar un gen diana utilizando un marcador elegido, es decir URA3 de K. lactis flanqueado por25
sitios loxP, se han introducido dos sitios de 34 pb en un vector de trabajo a cada lado, lo que da como resultado el
vector pUG72 (Johansson y Hahn-Higerdal, 2002). Con este vector como molde, se pueden amplificar fragmentos
que contienen (en la dirección 5' a 3') i) la secuencia loxP acoplada a dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el
extremo 5', utilizando los cebadores URA3_R 5'-ATACATTTGCCTTTTGAAAAC y X1_F 5'-
GTCAGCGGCCGCATCCCTGCTACGCTGCAGGTCGACAA, y ii) dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el extremo30
3' acoplado a una secuencia loxP, utilizando los cebadores X2_R 5'-
CACGGCGCGCCTAGCAGCGGAGGCCACTAGTGGATCTGATAT y URA3_F 5'-CCAACAATGATGATATCTGATC.

Las secuencias diana correspondientes a una secuencia de 300-500 pb aguas arriba del gen que se va a suprimir y
a 300-500 pb del codón de parada del gen que se va a eliminar, se amplifican a partir de ADN genómico de levadura
utilizando cebadores adecuados. El cebador inverso utilizado para la amplificación de la secuencia diana aguas35
arriba contiene un saliente 5' que permite la fusión con el fragmento 1 descrito anteriormente. El cebador directo
utilizado para la amplificación de la secuencia diana que comienza con el codón de parada contiene un saliente 5'
que permite la fusión con el fragmento 2 descrito anteriormente. Después de la fusión por PCR de la secuencia
diana aguas arriba con el fragmento 1, y la fusión por PCR del fragmento 2 con la secuencia diana que comienza
con el codón de terminación, los dos substratos lineales están listos para la transformación.40

Transformaciones de levadura y nomenclatura

La transformación de células de levadura se lleva a cabo de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, utilizando el método de transformación con acetato de litio (Gietz y Schiestl, 1991) seguido de cultivo en 
placa sobre medio selectivo, placas de agar completo sintético que carecen de aminoácidos correspondientes a los
marcadores en los vectores y la auxotrofia de los mutantes de levadura. En general, a menos que se establezca en45
los Ejemplos específicos, las cepas resultantes después de la transformación recibieron la siguiente nomenclatura
de cepas FSX-Y-Z-V-W, donde X es el fondo de cepa e Y, Z, V, W indican vectores, integrativos y auto-replicantes 
de 2 micras de múltiples copias, que se han transformado en esa cepa de fondo X. Por ejemplo, tomando Ejemplos
de cepas para FS01529-9-28 y FS09258-53-32-44-51 que aparecen en los siguientes Ejemplos, para la cepa
FS01529-9-28, la cepa X de levadura de fondo de cepa es 01529 y contiene los vectores Y y Z, que son el vector50
RHO009 y RHO028. Para la cepa FS09258-53-32-44-51, el fondo de cepa X es 09258 y la cepa contiene los
vectores, Y, Z, V, W, que son RHO053, RHO032 RHO044 y RHO051, respectivamente.

Extracción de lípidos de la levadura

Antes de la extracción de lípidos, se realizó una estimación de la concentración de peso seco (PS) del cultivo y el
cultivo se diluyó o se concentró en dH2O de manera que se obtuvo una suspensión con una concentración de peso55
seco de aproximadamente 8 mg/ml.

Las células para extracción se prepararon transfiriendo 1 ml de suspensión celular (aproximadamente 8 mg de peso
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seco) a tubos de trans-metilación (100 x 16 mm) con microtubos con tapa de rosca de color "negro" con un 
revestimiento de PTFE de color "rojo", con tapón de rosca (SciLabware Limited, Staffordshire, Reino Unido), se
centrifugaron a 8.000 rpm durante 4 minutos y se eliminó el sobrenadante. Se añadieron 50 μl de patrón interno
(C23:0 FFA,> 99% p.a., Larodan) con 1 ml de metanol, 1 ml de HCL metanólico y 600 μl de heptano (con BHT al 
0,02%), las muestras se sometieron a agitación vorticial y se incubaron durante 60 min a 100°C con sacudidas a5
mano durante 5 segundos cada 20 minutos. Después de la incubación, las muestras se dejaron enfriar por debajo de
la temperatura ambiente en un baño de hielo. Con posterioridad, se añadieron 2 ml de milli-Q H2O y se sometieron a 
agitación vorticial brevemente y la muestra se centrifugó a 1.730 rpm durante 2 minutos. Se transfirieron
aproximadamente 150 µl de la fase de heptano superior a un vial para CG con un inserto (200 µl) y se almacenaron
a -20ºC hasta el análisis de CG.10

Cromatografía de gases con detección de FID

Se analizaron FAME en un cromatógrafo de gases (GC) (Agilent 7890A, Agilent) acoplado a un detector de
ionización de llama (FID). El GC-FID se hizo funcionar con un autoinyector (GC-Pal, CTC Analytics) y el soporte 
lógico para GC, EZChrom Elite (versión 3.3.1).

Los volúmenes de inyección de muestra fueron 1 μl (2-6 mg/mL) y la razón de división 200:1 se hizo funcionar a una15
temperatura de inyector de 250°C. El número de enjuagues con muestra antes de la inyección fue de 1 y después de
la inyección el número de enjuagues con disolvente fue de 5. Las muestras se separaron en una columna DB-Wax
(10 m x 0,1 mmDI, 0,1 μm de espesor de película) (J & W Scientifics). La columna se ajustó a un detector de
ionización de llama (FID) para la identificación y la cuantificación. Se utilizó hidrógeno como gas portador y se hizo
funcionar a una velocidad lineal de 30 ml/min. Basándose en la naturaleza polar del revestimiento de la columna20
(DB-Wax al 100%) y un programa de temperatura optimizado (véase a continuación), se separaron FAME de 
acuerdo con las diferencias de polaridad y punto de ebullición. La temperatura del horno se fijó inicialmente a 190°C.
Inmediatamente después de la inyección, se aumentó hasta 230°C a 40°C/min, después se aumentó hasta 240°C a
12°C/min y finalmente se aumentó hasta 260°C a 60°C/min y se mantuvo durante 0,5 min. El tiempo total de
ejecución fue de 3,0667 min.25

En el lado de FID, se utilizó nitrógeno como gas de relleno (25 mL/min) y la razón de aire/hidrógeno se ajustó a
13,33:1 (400:30 mL/min). El detector de FID se ajustó a 275°C.

Los FAME se identificaron en función del tiempo de retención relativo (TRR). Utilizando el soporte lógico para GC
(EzChrom Elite), se produjeron TRR y se actualizaron utilizando una matriz de FAME patrón disponibles
comercialmente (patrón de referencia para GLC 68D, 409 y 85, Nu-Chek-Prep) y C22:4 (n-6), C23: 0, C22: 5 (n-3) y30
C18: 4 (n-3) (Sigma, Larodan y Avanti). Se ejecutó rutinariamente un patrón de FAME cuantitativo (GLC 68D, Nu-
Chek-Prep) para controlar el estado de la columna y el rendimiento global de la GC.

Cuantificación y rendimiento de ácidos grasos

La cuantificación se basó en datos de FID autointegrados por el soporte lógico de GC y se corrigió manualmente
para artefactos potenciales. Las cantidades de ácidos grasos individuales (FA) y FA totales (mg) se calcularon35
basándose en ISTD (C23:0 FFA), agregado durante la extracción de lípidos. Se preparó ISTD en una solución de
cloroformo:metanol (2:1, v/v) y se añadió una cantidad adecuada para representar un 5-10% de los FA totales. El
rendimiento de FA (mg FA/g PS) se determinó por medio de un cálculo basado en ISTD y se dividió por el peso seco
(PS) de la biomasa en 1 ml de la suspensión celular inicial.

Ejemplo 1. Aislamiento de los genes de la ruta del resveratrol que codifican PAL2, C4H, ATR2, 4CL2, 4CL1 y VST140

Se sintetizaron fenilalanina amoniaco liasa (gen PAL2) con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis
thaliana (Cochrane et al., 2004) (SEQ ID NO: 14), cinnamato 4-hidroxilasa (gen C4H) con codones optimizados para
S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Mizutani et al., 1997) (SEQ ID NO: 15), citocromo P450 reductasa (gen ATR2)
con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Mizutani y Ohta, 1998) (SEQ ID NO: 16), 4-
cumarato:coenzimaA ligasa (4CL1) con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Hamberger45
y Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999) (SEQ ID NO: 17), y resveratrol sintasa (gen VST1) con codones optimizados 
de Vitis vinifera (vid) (Hain et al., 1993) (SEC ID NO: 18) para su expresión en S. cerevisiae por medio de GenScript
Corporation (Piscataway, NJ). Los genes con codones optimizados sintéticos se suministraron insertados en el 
vector pUC57 de E. coli. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los vectores pUC57 como
moldes. Después de la digestión con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de agarosa utilizando el kit50
de extracción en gel QiaQuick (Qiagen).

Se aisló 4-coumarato:coenzima A ligasa (4CL2) (Hamberger y Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999) (SEQ ID NO: 19)
mediante PCR a partir de ADNc de A. thaliana (BioCat, Heidelberg, Alemania) utilizando el cebador directo 5'-GC
GAATTC TT ATGACGACAC AAGATGTGAT AGTCAATGAT (SEC ID NO: 20) que contiene el sitio de restricción
EcoRI subrayado y el cebador inverso 5'-GC ACTAGT ATC CTA GTT CAT TAA TCC ATT TGC TAG TCT TGC T55
(SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de restricción SpeI subrayado.

Construcción de vector que produce resveratrol
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Ejemplo 2. Construcción de un vector de levadura para la expresión inducida por galactosa PAL2 y el gen de fusión
C4H:ATR2

El gen que codifica PAL2 de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2
utilizando el cebador directo 5-CTC ACT AAA GGG CGG CCG CAT GGA CCA AAT TGA AGC AAT-3 (SEQ ID NO: 
22) que contiene el sitio de restricción ECoRI y el cebador inverso que contiene el sitio de restricción BGLII 5-TAA5
GAG CTC AGA TCT TTA GCA GAT TGG AAT AGG TG-3 (SEQ ID NO: 23).

El gen que codifica C4H de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-C4H
utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG GA-3 (SEQ ID NO: 24) y el
cebador inverso 5 AGT AGA TGG AGT AGA TGG AGT AGA TGG AGT AGA TGG ACA ATT TCT GGG TTT CAT
GA-3 (SEQ ID NO: 25). ATR2 de A. thaliana se reamplificó mediante PCR a partir del vector Genscript pUC-57-10
ATR2 utilizando el cebador directo 5-CCA TCT ACT ACT CCA TCT ACT CCA TCT ACT CCA TCT ACT AGG AGG
AGC GGT TCG GGC-3 (SEC ID 26) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT
CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 27).

Los productos de PCR amplificados C4H y ATR2 se utilizaron como moldes para la creación del gen de fusión
C4H:ATR2 utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG GA-3 (SEQ ID 15
NO: 28) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 29).

El gen de fusión C4H:ATR2 se digirió con XhoI/KpnI y se ligó en pESC-URA-PAL2 digerido con XhoI/KpnI. El
plásmido resultante, pESC-URA-PAL2-C4H:ATR2 (RHO003), contenía los genes que codificaban PAL2 y C4H:ATR2
bajo el control de los promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que
codifica C4H:ATR2 se verificó por secuenciación de dos clones diferentes de RHO003.20

Ejemplo 3. Construcción de un vector de levadura para la expresión inducida por galactosa de PAL2 y el gen de 
fusión C4H:CYB5:ATR2

El gen que codifica PAL2 de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2
utilizando el cebador directo 5-CTC ACT AAA GGG CGG CCG CAT GGA CCA AAT TGA AGC AAT-3 (SEQ ID NO: 
30) que contiene el sitio de restricción ECoRI y el cebador inverso que contiene el sitio de restricción BGLII 5-TAA25
GAG CTC AGA TCT TTA GCA GAT TGG AAT AGG TG-3 (SEQ ID NO: 31).

El producto de la PCR PAL2 amplificado se digirió con EcoR1/BGLII y se ligó en el vector pESC-URA digerido con
EcoR1/BGLII (Stratagene), dando como resultado el vector pESC-URA-PAL2. Se secuenciaron dos clones
diferentes de pESC-URA-Pal2 para verificar la secuencia del gen clonado.

PAL2 de A. thaliana se reamplificó por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2 utilizando el cebador directo30
5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG GA-3 (SEQ ID NO: 32) y el cebador inverso 5-ACC TAG
AGC ACC ACC ACA ATT TCT GGG TTT CAT GAC T-3 (SEQ ID NO: 33). ATR2 de A. thaliana fue reamplificado por
PCR del vector Genscript pUC-57-ATR2 utilizando el cebador directo 5-GGT GCT ATT CTA GTT GGT AGG AGG
AGC GGT TCG GGC-3 (SEQ ID NO: 34) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT
CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 35). CYB5 (codificado por el gen YNL111c de S. cerevisiae) se amplificó utilizando ADN35
genómico purificado de S. cerevisiae como molde utilizando el cebador directo 5-CCA GCT CAA TCA GTT CCA
GCT CTT TCA GTT CCT AAA GTT TAC AGT TAC C-3 (SEQ ID NO: 36) y el cebador inverso 5-AAC TAG AAC TGA
TTG AGC AGT TGG TGA TGG TTT ACT TTG GTT TTC AGA GG-3 (SEQ ID NO: 37).

Los productos de PCR amplificados C4H, CYB5 y ATR2 se utilizaron como moldes para la creación del gen de
fusión C4H:CYB5:ATR2 utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG40
GA-3 (SEQ ID NO: 38) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT CAG ATA T-3
(SEQ ID NO: 39).

El gen de fusión C4H:CYB5:ATR2 se digirió con XhoI/KpnI y se ligó en pESC-URA-PAL2 digerido con XhoI/KpnI. El
plásmido resultante, pESC-URA-PAL2-C4H:CYB5:ATR2 (RHO004), contenía los genes que codificaban PAL2 y
C4H:CYB5:ATR2 bajo el control de los promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La45
secuencia del gen que codificaba C4H:ATR2 se verificó por secuenciación de dos clones diferentes de (RHO004).

Ejemplo 4. Construcción de un vector de levadura para la expresión inducida por galactosa de 4CL2 y VST1

El gen que codificaba 4CL2 se aisló como se describe en el Ejemplo 5. El producto de la PCR 4CL2 amplificado se
digirió con EcoR1/Spe1 y se ligó en el vector pESC-HIS digerido con EcoR1/Spe1 (Stratagene), dando como
resultado el vector pESC-HIS-4CL2. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL2 para verificar la50
secuencia del gen clonado.

El gen que codificaba VST1 se reamplificó a partir del vector Genscript puc57-VST1 mediante PCR utilizando el
cebador directo 5'-CC GGATCC ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC AGA A-3' (SEQ ID NO: 40) que contiene el
sitio de restricción BamHI subrayado y el cebador inverso 5'-CG CTCGAG TCA TTA GTT AGT GAC AGT TGG AAC
AGA GT-3' (SEQ ID NO: 41) que contiene el sitio de restricción subrayado para XHOI. El gen VST1 sintético55
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amplificado se digirió con BamH1/Xho1 y se ligó en pESC-HIS-4CL2 digerido con BamH1/Xho1. El plásmido
resultante, pESC-HIS-4CL2-VST1 (Rh0043), contenía los genes que codificaban 4CL2 y VST1 bajo el control de los
promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que codificaba VST1 se
verificó por secuenciación de dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL2-VST1.

Ejemplo 5. Construcción de un vector de levadura para expresión inducida por galactosa de 4CL1 y VST15

El gen que codificaba 4CL1 se aisló mediante PCR a partir del vector puc57-4CL1 utilizando el cebador directo 5'-
TTGAAAATTCGAATTC ATGGCCCCCCAAGAA-3' (SEQ ID NO: 42) que contiene el sitio de restricción EcoRI
subrayado y el cebador inverso 5'-GCGAAGAATTGTTAATTAA TTAAAGACCGTTTGCTAGTTT-3' (SEQ ID NO: 43)
que contiene el sitio de restricción para PACI subrayado. El producto de PCR 4CL1 amplificado se digirió con
EcoR1/PAC1 y se ligó en el vector pESC-HIS digerido con EcoR1/PAC1 (Stratagene), dando como resultado el10
vector pESC-HIS-4CL1. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL1 para verificar la secuencia del
gen clonado.

El gen que codificaba VST1 se amplificó a partir del vector Genscript puc57-VST1 mediante PCR utilizando el
cebador directo 5'-CC GGATCC ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC AGA A-3' (SEQ ID NO: 40) que contiene el
sitio de restricción BamHI subrayado y el cebador inverso 5'-CG CTCGAG TCA TTA GTT AGT GAC AGT TGG AAC15
AGA GT-3' (SEQ ID NO: 45) que contiene el sitio de restricción para XHOI subrayado. El gen VST1 sintético
amplificado se digirió con BamH1/Xho1 y se ligó en pESC-HIS-4CL1 digerido con BamH1/Xho1. El plásmido
resultante, pESC-HIS-4CL1-VST1 (RhO001), contenía los genes que codificaban 4CL1 y VST1 bajo el control de los
promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que codificaba VST1 se
verificó por secuenciación de dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL1-VST1 (RHO001).20

Ejemplo 6. Construcción de un fragmento promotor constitutivo fuerte TDH3

El promotor TDH3 (GPD) de 600 pares de bases se amplificó a partir de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando el
cebador directo 5'-GC GAGCTC AGT TTA TCA TTA TCA ATA CTC GCC ATT TCA AAG-3' (SEQ ID NO: 46) que
contiene un sitio de restricción Sac1 y el cebador inverso 5'- CG TCTAGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG GTG
TTT TAA AAC TAA AA-3' (SEQ ID NO: 47) que contiene un sitio de restricción Xba1. El fragmento de TDH325
amplificado se digirió con Sac1/Xba1 y se ligó en el plásmido pRS416 digerido con Sac1/Xba1 (Sikorski y Hieter,
1989) como se describió previamente (Mumberg et al., 1995) dando como resultado el plásmido pRS416-TDH3.

Ejemplo 7. Construcción del fragmento promotor fuerte constitutivo TEF2

Se amplificó el promotor TEF2 de 400 pares de bases a partir de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando el
cebador directo 5'-GC GAGCTC ATA GCT TCA AAA TGT TTC TAC TCC TTT TTT ACT CTT-3' (SEQ ID NO: 48)30
que contiene un sitio de restricción Sac1 y el cebador inverso 5'- CG TCTAGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT
GCT TTC TTT CTA ATG A-3' (SEQ ID NO: 49) que contiene un sitio de restricción Xba1. El fragmento de TEF2
amplificado se digirió con Sac1/Xba1 y se ligó en el plásmido pRS416 digerido con Sac1/Xba1 (Sikorski y Hieter,
1989) como se describió previamente (Mumberg et al., 1995) dando como resultado el plásmido pRS416-TEF2.

Ejemplo 8. Construcción del fragmento del promotor TEF y TDH3 constitutivo divergente fusionado35

Se construyó un fragmento de fusión divergente entre el promotor TEF2 y el promotor TDH3 comenzando a partir de
PRS416-TEF y PRS416-TDH3.

El fragmento de TDH3 de 600 pares de bases se amplificó de nuevo a partir de PRS416-TDH3 utilizando el cebador
directo 5' TTGCGTATT GGGCGCTCTTCC GAG CTC AGT TTA TTA TTA TCA ATA CTC GC-3' (SEQ ID NO: 50)
que contiene el saliente subrayado para la fusión de PCR al fragmento de TEF2 y el cebador inverso 5' AT GGATCC40
TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3' (SEQ ID NO: 51) que contiene el sitio de restricción BamH1
subrayado. Esto dio como resultado un fragmento listo para la fusión al fragmento de TEF2 a continuación.

Se amplificó de nuevo el fragmento de TEF2 de 400 pares de bases que incluía un espaciador de 277 pares de
bases aguas arriba del sitio de restricción Sac1 a partir de PRS416-TEF2 utilizando el cebador directo 5' AT
GAATTC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3' (SEQ ID NO: 52) que contiene el sitio de45
restricción EcoR1 subrayado y el cebador inverso 5' TGA TAA TGA TAA ACT GAG CTC GGA AGA GCG CCC AAT
ACG CAA AC-3' (SEQ ID NO: 53) que contiene el saliente subrayado para la fusión al fragmento de TDH3. Esto dio
como resultado un fragmento de 680 pares de bases listo para la fusión al fragmento de TDH3.

El fragmento de TEF2 de 680 pares de bases y los fragmentos de TDH3 de 600 pares de bases se unieron entre sí 
(fusionaron) utilizando PCR de fusión con el cebador directo 5' AT GAATTC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT50
TGC TAT GCT TTC-3' (SEC ID NO 54) y el cebador inverso 5' AT GGATCC TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA
GTT CTG-3' (SEQ ID NO: 55), dando como resultado el fragmento de promotor divergente <= TEF2/TDH3 => (SEQ 
ID NO: 56).

Ejemplo 9. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2 y el gen de fusión 
C4H:ATR255
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El vector pESC-URA-PAL2-C4H:ATR2 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se digirió
secuencialmente con NotI y BsiWI para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se volvió a amplificar con el
cebador directo 5-GC GCGGCCGC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3 (SEQ ID NO: 57) y
cebador inverso 5-ATT CGTACG TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3 (SEQ ID NO: 58). El producto de5
PCR resultante se digirió secuencialmente con NotI y BsiWI y se ligó en el vector anterior sin el fragmento
GAL1/Gal10. Esto dio como resultado un vector pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H: ATR2 (RHO0019) con
promotores reemplazados, de GAL1/Gal10 a TEF2/TDH3.

Ejemplo 10. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2 y el gen de fusión
C4H:CYB5:ATR210

El vector pESC-URA-PAL2-C4H:CYB5:ATR2 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se
digirió secuencialmente con NotI y BsiWI para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se volvió a amplificar con el
cebador directo 5-GC GCGGCCGC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3 (SEQ ID NO: 57) y el 
cebador inverso 5-ATT CGTACG TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3 (SEQ ID NO: 58). El producto de15
PCR resultante se digirió secuencialmente con NotI y BsiWI y se ligó en el vector anterior sin el fragmento
GAL1/Gal10. Esto dio como resultado un vector pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2 (RHO0025) con
promotores reemplazados, de GAL1/GA110 a TEF2/TDH3.

Ejemplo 11. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva inducida de 4CL2 y VST1

El vector pESC-HIS-4CL2-VST1 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se digirió20
secuencialmente con EcoR1 y BamH1 para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se digirió secuencialmente con
EcoR1 y BamH1 y se ligó en el vector linealizado anterior sin el fragmento GAL1/GAL10. Esto dio como resultado un
vector pesc-HIS3-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 (RHO0011) con promotores reemplazados, de GAL1/GA110 a
TEF2/TDH3.25

Ejemplo 12. Generación de vectores de control RHO0020 y RHO0022

Los vectores pESC-URA3 y pESC-HIS3 (Stratagene) se digirieron con BamHI y EcoRI para eliminar los promotores
de galactosa GAL1/Gal10 divergentes. Los promotores TEF/TDH3 divergentes se cortaron del vector RHO009 y se
ligaron en dos cadenas principales de vectores de Stratagene abiertas para generar los vectores de control vacíos
pESC-URA3-TEF/TDH3 (RHO0020) y pESC-HIS3-TEF/TDH3 (RHO0022).30

Ejemplo 13: Generación del vector RHO0028 a partir de RHO0025 (intercambio de marcadores)

El marcador URA3 en el vector RHO0025 se intercambió por el marcador HIS3 utilizando la tecnología Infusion. La
cadena principal del vector RHO0025 a excepción del casete del marcador URA3 se linealizó con PCR utilizando la
polimerasa Herculasa II con el cebador directo 5'-ATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGG-3' (SEQ ID NO: 59) y
el cebador inverso 5'-CTC TCA GTA CAA TCT GCT CTG ATG CCG-3' (SEQ ID NO: 60). El casete del marcador35
HIS3 se amplificó de nuevo a partir de pESC-HIS (Stratagene) utilizando el cebador directo 5' CAGAGCA
GATTGTACTG AGAG GAG CTT GGT GAG CGC TAG GAG TCA y el cebador inverso 5'-CGG TAT TTT CTC CTT
ACG CAT GGA AAG CGC GCC TCG TTC AGA ATG-3' (SEQ ID NO: 62) con los salientes homólogos subrayados
para el vector RHO0025 linealizado. Los dos fragmentos se recombinaron utilizando el kit de Clonación Infusion. El
vector resultante pESC-HIS3-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2 (RHO0028).40

Ejemplo 14. Generación del vector RHO009 a partir de RHO0011 (intercambio de marcadores)

El marcador HIS3 en el vector RHO0011 se intercambió por el marcador URA3 utilizando la tecnología Infusion. La
cadena principal del vector RHO0011 a excepción del casete marcador HIS3 se linealizó con PCR utilizando la
polimerasa Herculasa II con el cebador directo 5'-TCG ACG GAT CTA TGC GGT GTG AAA TAC C-3' (SEQ ID NO: 
63) y el cebador inverso 5' -ACT CTC AGT ACA ATC TGC TCT GAT GCC G-3' (SEQ ID NO: 64). El casete del45
marcador URA3 se volvió a amplificar a partir de pESC-URA (Stratagene) utilizando el cebador directo 5'-AGA
GCAGATTGTA CTGAGAGT CAT CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TGC-3' (SEQ ID NO: 65) y el cebador
inverso 5'-CAC ACC GCA TAG ATC CGT CGA GGA TTT TGC CGA TTT CGG CCT ATT GG-3' (SEQ ID NO: 66)
con los salientes homólogos subrayados para el vector RHO0011 linealizado. Los dos fragmentos se recombinaron
utilizando el kit de Clonación Infusion. El vector resultante pESC-URA3-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 se denominó50
RHO009.

Ejemplo 15. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2, C4H:ATR2, 4CL2 y VST1
que contienen el marcador ura3 RHO0029

Se utilizó RHO0019 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CAG
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AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEC ID NO 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3
(SEC ID NO 67). Se utilizó RHO0011 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando cebador
directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador
inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69).

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como5
resultado el plásmido pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0029).

Ejemplo 16. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2, C4H:ATR2, 4CL2 y VST1
que contienen el marcador His3 RHO0030

Se utilizó RHO0011 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando cebador directo 5-CAG AGC
AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3 (SEC ID10
NO 67). Se utilizó RHO0019 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-
TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-
TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69). Los dos fragmentos
obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion dando como resultado el plásmido
pESC-HIS-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0030).15

Ejemplo 17. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL2
y VST1 que contienen el marcador His3 RHO0032b

Se utilizó RHO0025 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CAG
AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3
(SEC ID NO 67). Se utilizó RHO0011 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando cebador20
directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador
inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69). Los dos
fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion dando resultado el
plásmido pESC-HIS-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0032b).

Ejemplo 18. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL225
y VST1 que contienen el marcador Leu2 RHO0044

El vector RHO0044 (la ruta de resveratrol completa en un vector de múltiples copias autorreplicativo basado en el 
sistema de expresión de 2 micras con marcador leu2) se construyó de la siguiente manera. Primero se intercambió
el marcador HIS3 en el plásmido pes-HIS3-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RhO0011) utilizando la Clonación InFusion
fusionando el fragmento i) RHO0011 linealizado construido por PCR con Herculasa II y el cebador directo 5'-TCG30
ACG GAT CTA TGC GGT GTG AAA TAC C (SEQ ID NO: 63) y el cebador inverso 5'-ACT CTC AGT ACA ATC TGC
TCT GAT GCC G (SEQ ID NO: 64) y el fragmento ii) construido amplificando el casete de expresión LEU2 de pESC-
LEU2 ( Stratagene) con el cebador directo 5'-AGA GCAGATTGTA CTGAGAGT AAG ATG CAA GAG TTC GAA TCT
CTT AGC AA (SEC ID NO 71) y el cebador inverso 5'-CAC ACC GCA TAG ATC CGT CGA TCG ACT ACG TCG
TAA GGC CGT TTC T- 3' (SEQ ID NO: 72). Esto dio como resultado el vector pESC-LEU2-TDH3-4CL2-TEF-VST135
(RhO0072). El casete de expresión que contenía TDH3-PAL2-TEF-C4H::CYb5::ATR2 se insertó a continuación en
RHO0072 utilizando Tecnología Infusion entre el fragmento i) RHO0072 linealizado construido mediante PCR con la
polimerasa Herculasa II con el cebador directo 5'-AAGATGCAAG AGTTCGAATCTCTTAGCAACC (SEQ ID NO: 73)
y el cebador inverso 5'-CTC TCA GTA CAA TCT GCT CTG ATG CC (SEQ ID NO: 60) y el fragmento ii) construido
por PCR del plásmido RhO0025 con el cebador directo 5'-CAGAGCAGATTGTACTG40
AGAGGAGCGACCTCATGCTAT ACCT (SEQ ID NO: 74) y el cebador inverso 5'-AGATTCGAACTCTTGCATCTT
CTGTGGATAACCGTATTACCG-3' (SEQ ID NO: 75). Esto dio como resultado el vector pESC-LEU-TDH3-PAL2-
TEF1-C4H:CYB5:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RhO0044).

Ejemplo 19. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL2
y VST1 que contienen el marcador Ura3-tag2 RHO005345

Se utilizó RHO0025 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) eliminando la secuencia codificante de
ura3 utilizando el cebador directo 5-CTC ATT TTG TTA TTC ATT TGT AAA AAA CTG TATATATAG TAA ATG CAT
GT-3 (SEQ ID NO: 76) que contiene una etiqueta de ubiquitinación y el cebador inverso 5-TCC TTA TAT GTA GCT
TTC GAC AT-3 (SEQ ID NO: 77).

Se utilizó RHO0020 como molde para la amplificación por PCR de la secuencia codificante de ura3 utilizando el 50
cebador directo 5- ATG TCG AAA GCT ACA TAT AAG GAA CGT G-3 (SEQ ID NO: 78) y el cebador inverso 5-CAA
ATG AAT AAA ATG AGA CAA AGA AGA AAA CCA ATT TTT ACA AGC GT TTG CTG GCC-3 (SEQ ID NO: 79) que
contiene una etiqueta de ubiquitinación. Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la
Tecnología de clonación InFusion dando como resultado el plásmido pESC-URA3:TAG-TDH3-PAL2-TEF1-
C4H:CYB5:ATR2. El plásmido se llamó RHO0058.55

Se linealizó RHO0058 mediante amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CAG AGC AGA
TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3 (SEQ ID NO: 
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67). Se utilizó RHO0011 como molde para la amplificación por PCR de los casetes de expresión 4CL2 y VST1
(Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-
3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5 -CT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3
(SEQ ID NO: 69). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación 
InFusion dando como resultado el plásmido pESC-URA3:TAG-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2-TDH3-4CL2-5
TEF-VST1. La secuencia de la etiqueta añadida al extremo C-terminal del producto del gen URA3 fue
ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1). El plásmido se denominó RHO0053. En la Figura 4 aparece un diagrama
de este sistema de expresión que contiene el gen de fusión de fenilalanina amoniaco liasa y cinamato-4-hidroxilasa,
4-cumarato-CoA ligasa y resveratrol sintasa. El sistema de expresión tiene una etiqueta adicional
ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1) situada en el extremo C-terminal del gen marcador, en este caso ura3. Una10
etiqueta alternativa para utilizar aquí sería FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3).

Ejemplo 20. Transformación de mutantes por deleción de Euroscarf con el supuesto resveratrol suprimido para
escrutar supuestos transportadores de resveratrol.

Se escrutó la colección de cepas mutantes por deleción del archivo Europeo de S. cerevisiae para determinar el 
análisis funcional (Euroscarf). Esta colección consiste en diferentes mutantes en los cuales se ha suprimido un gen15
conocido (Giaever, et al 2002). De esta biblioteca, los autores de la presente invención seleccionaron mutantes con
los transportadores eliminados, identificados en la Tabla 2, que se eligieron como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2 Transportadores ABC seleccionados candidatos para el escrutinio

ORF suprimido de la cepa Euroscarf Nombre del gen para ORF suprimido

YOOOO *1) Cepa de control, Sin deleción

ΔYGR281w YOR1

ΔYDR406w PDR15

ΔYDR011w SNQ2

ΔYOR328w PDR10

ΔYOR153w PDR5

ΔYPL058c PDR12

ΔYNR070w PDR18

ΔYIL013c PDR11

*1) El fondo de cepa (genotipo) para la levadura de control YOOOO es [BY4741 MATA his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0;
ura3Δ0] y para cepas con deleciones génicas es [BY4741 MATA his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 Gene: delta:
KanMx] donde Genne:delta:KanMX significa que cada gen ha sido suprimido por la incorporación homóloga del
casete de kanamicina (KANMM), resistencia a la geneticina G418.

Los mutantes por deleción de Euroscarf y el control en la Tabla 2 se transformaron con dos vectores RHO009 y20
RHO0028, que juntos albergaban la ruta completa heteróloga del resveratrol dividida en las dos copias múltiples de
2 micras diferentes. El vector RHO009 contenía los genes que codificaban las enzimas que convierten la fenilalanina
en ácido cumarico, es decir, fenilalanina amoniaco liasa (PAL2) de Arabidopsis thaliana y Cinnamato-4-hidroxilasa
(C4H) de Arabidopsis thaliana fusionadas en marco a su citocromop-450-reductasa (AR2) de Arabidopsis thaliana.
RHO0028 contiene los genes que convierten el ácido cumarico en resveratrol, es decir 4-cumarato:CoA-ligasa25
(4CL2) de A. thaliana y resveratrol sintasa (VST1) de Vitis vinifera. En detalle, las células de levadura Euroscarf se
extrajeron del agar inclinado suministrado de Euroscarf y se inocularon en 5 ml de YPD en tubos de escrutinio 
estériles durante la noche a 30°C. Las células se transformaron de acuerdo con el método convencional de acetato
de litio (Gitez y Schiestl, 1989) con el vector RHO009 y RHO028. Los transformantes en forma de colonias
individuales se seleccionaron sobre placas de agar SC-URA-HIS.30
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Ejemplo 21. Escrutinio en tubo de ensayo de mutantes por deleción del transportador Euroscarf que producen 
resveratrol

Los transformantes de las placas SC-ura-his se recogieron con asas de inoculación de plástico estériles y se 
inocularon 5 colonias de cada placa de transformación en 5 ml de medio mineral definido que contenía 40 g/l de
glucosa con un suplemento de 750 mg/l de leucina y 300 mg/l de metionina. Las células se cultivaron durante 725
horas hasta que se agotó la glucosa. Los autores de la presente invención calcularon la cantidad de resveratrol
producido por biomasa producida (DO600) a las 72 horas cuando se agotó la glucosa. Los valores se presentan en
la Figura 8 (mg de resveratrol/DO). Los resultados se presentan como la Cantidad total de resveratrol en mg por DO
a las 72 horas. Los mutantes por deleción con productores bajos, tales como SNQ2 e YOR1, se consideraron
candidatos prometedores para transportadores de resveratrol.10

Ejemplo 22. Escrutinio en matraz oscilante de mutantes por deleción de transportador Euroscarf que producen 
resveratrol

El trabajo en los tubos de escrutinio se repitió en matraces oscilantes que contenían un medio mineral definido con
40 g/l de glucosa, 750 mg/l de leucina y 300 mg/l de metionina. Los matraces oscilantes se inocularon a una DO de
0,1 a partir de los tubos de escrutinio cultivados durante 72 horas (Ejemplo 21) y se cultivaron durante 72 horas15
hasta que se agotó la glucosa. Los autores de la presente invención calcularon la cantidad de resveratrol producido
por biomasa producida (DO600) a las 72 horas cuando se agotó la glucosa. Los valores se presentan en la Figura 9
(mg de resveratrol/DO). Los resultados se presentan como la cantidad total de resveratrol en mg por DO a las 72
horas. En el matraz oscilante, el único mutante que produjo niveles más bajos de resveratrol en comparación con el
control fue el mutante SNQ2, lo que significa que SNQ2 era un potencial transportador de resveratrol. A diferencia de20
los resultados en el tubo de escrutinio, esta vez, YOR1 no se consideró un candidato prometedor.

Ejemplo 23. Aislamiento de genes transportadores de resveratrol

El transportador ABC SNQ2 (codificado por el gen YDR011w) (SEQ ID NO: 80) se aisló mediante PCR utilizando
ADN genómico de S. cerevisiae CEN.PK113-5D K1, que se había preparado utilizando el mini kit QIAamp DNA
(Qiagen). El cebador directo fue 5'-TCGACGGATTCTAGAGGATCC ATG AGC AAT ATC AAA AGC ACG CAA GAT25
A (SEQ ID NO: 81) y el cebador inverso fue 5'-ATC TTA GCT AGC CGC GGT ACC TTACTGCTTC
TTTTTCCTTATGT TTTTAATTT TATTGA-3' (SEQ ID NO: 82).

El transportador ABC BcatrB de Botrytis cinerea (Schoonbeek et al., 2001) fue sintetizado por GenScript Corporation
(Piscataway, NJ) basándose en la secuencia de proteínas para el gen BcatrB (núm. de acceso de proteína
Q9UW03). Se optimizaron los codones del gen (SEQ ID NO: 83) para la expresión en S. cerevisiae. La secuencia de30
proteínas en la base de datos para BcatrBp (proteína Q9UW03) tenía una secuencia de aminoácidos indefinida en la
posición 99 llamada X. Para revelar qué aminoácido X podía ser, los autores de la presente invención sometieron a
búsqueda BLAST la secuencia de proteína BcatrB-Q9UW03 hacia otros transportadores ABC en la base de datos 
Uniprot (www.uniprot.org/) con los siguientes resultados:

BcatrB/Q9UW03 MPEL1---QAMQQQSDKD2-------------------QAKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAX3 99

A6RVE0 MPEL---QAMQQQSDKD-------------------QAKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAA4 99

Q8TFM7 MPEI5---QAMREQGEKD6-------------------QVKRRDLGVTWRNLTVKGIGADAA7 106

A7F7S9 MPEI---QAIRNQEEKD8-------------------QVKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAA9 99

Q96W59 TEEL10---KQTQQQNEND11-------------------GAKDKKLGITWTDLDIKGIGADAA12 93

35

Búsqueda Blast de la proteína BcatrB y el alineamiento utilizando Clustal W, solo se muestran las secuencias
parciales que se conservan, no se indica el número ni la identidad de los aminoácidos intermedios. La X en la
posición 99 en la proteína BcatrB se alinea muy bien con alanina en otro transportador ABC con alta homología para
BcatrBp.

Otras secuencias con un alto nivel de identidad para la proteína BcatrB revelaron que la X es muy probablemente40
una alanina (A), que los autores de la presente invención incluyen en el orden final del gen sintético.

______________________

1 SEQ ID NO: 186

2 SEQ ID NO: 189
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3 SEQ ID NO: 84

4 SEQ ID NO: 85

5
SEQ ID NO: 187

6 SEQ ID NO: 190

7 SEQ ID NO: 865

8 SEQ ID NO: 191

9 SEQ ID NO: 87

10 SEQ ID NO: 188

11 SEQ ID NO: 192

12 SEQ ID NO: 8810

El gen fue suministrado en un vector puc de E. coli convencional (Puc-57-BcatrB). El gen BcatrB se aisló volviendo a
amplificar el gen mediante PCR a partir del vector puc-BcatrB con cebadores Directo:
TCGACGGATTCTAGAGGATCC ATG GCA GCA ATA GAG CCA GAA GGT TT (SEQ ID NO: 89) e Inverso: ATC
TTA GCT AGC CGC GGT ACC TCA TTC AGC ACC TTT TGT TTT CTT TGT TCT C (SEQ ID NO: 90).

Ejemplo 24. Generación de vectores de integración con expresión de transportadores de resveratrol15

El vector integrativo con promotores TEF/TDH constitutivos y marcador TRP1, denominado pSF057, se construyó de
la siguiente manera. El vector RHO011 se digirió con EcoRI y BamHI para obtener el fragmento con los promotores
de glucosa TDH3/TEF. A continuación, el vector pESC-TRP (Stratagene) se digirió con las mismas enzimas de
restricción, EcoRI y BamHI, para eliminar el fragmento de promotores de galactosa (Gal1/GAl10) de este vector y se
mantuvo la cadena principal del vector. El fragmento del promotor de glucosa TEF/TDH3 de RHO0011 se ligó a20
continuación en la cadena principal restante de pesc-TRP utilizando ADN ligasa de T4. El vector resultante se llamó
pSF055. El plásmido pSF055 se digirió con la enzima de restricción AfeI y se ligó de nuevo con ADN ligasa de T4. El
producto digerido de AfeI elimina la mayor parte del origen de 2 micras y convierte un vector autorreplicante de
múltiples copias en un vector integrativo. El vector integrativo resultante se llamó pSF057.

Los genes BcatrB y SNQ2 del transportador ABC, aislados con los cebadores descritos en el Ejemplo 23, se25
clonaron en el vector pSF057 bajo el control del promotor TDH3 por medio de clonación por infusión entre los
productos de PCR de los transportadores y pSF057 linealizado. El pSF057 se linealizó con la polimerasa Herculasa 
II y el cebador directo 5'-GGT ACC GCG GCT AGC TAA GAT CCG-3' (SEC ID NO 91) y el cebador inverso 5'-GGA
TCC TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT-3' (SEQ ID NO: 92). Los vectores resultantes pSF57-TRP1-TDH3-
SNQ2 y PSF057-TRP1-TDH3-BCATRB se denominaron RHO0051 y RHO006, respectivamente.30

Ejemplo 25 Generación de una cepa de S. cerevisiae con dos marcadores ura3-52 e his3.

Se construyó una cepa mutante de levadura marcadora doble FS01528 [MatA ura3-52, his3] y FS01529 [Matalfa
ura3-52, his3] cruzando FS01210 [Matalfa his3] y FS01202 [MatA ura3-52] diseccionando esporas y puntuación el
mutante de doble deleción en placas de agar SC-Ura (medio completo sintético que carece de uracilo) y SC-His
(medio completo sintético que carece de histidina) y SC-Ura-His (medio completo sintético que carece de uracilo e35
histidina).

Ejemplo 26. Construcción de una cepa que expresa en exceso el gen ACC1 de S. cerevisiae nativo bajo el promotor
TPI

El gen de ACC1 de levadura (YNR016c), que codifica la acetil-CoA carboxilasa, se expresó en exceso con el 
promotor TPI1 de levadura constitutivo como se describió anteriormente (documento WO2005/118814). Esto se hizo40
reemplazando el promotor de ACC1 nativo por el promotor de TPI1, utilizando un método de reemplazo de promotor
ligeramente modificado basado en el método de direccionamiento de genes bipartito. Una parte del sustrato bipartito
consistía en dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis, fusionado a la secuencia del promotor TPI1 y una
secuencia diana correspondiente al comienzo de ACC1. La segunda parte del sustrato bipartito consistía en una
secuencia diana aguas arriba de ACC1, fusionada a la secuencia promotora de TPI1 y dos tercios (hacia el extremo45
5') de URA3 de K. lactis. Tras la transformación con el sustrato bipartito y la selección en medio que carecía de
uracilo, se obtuvieron transformantes en los que el promotor nativo había sido eliminado y reemplazado por dos
copias de la secuencia del promotor de TPI1 en forma de una repetición directa en cualquier lado del gen marcador 
URA3 de K. lactis. Se seleccionó un segundo evento de recombinación, que dio lugar a la salida del marcador de
selección, cultivando en placa de nuevo los transformantes en un medio que contenía ácido 5'-fluoroorótico (5-FOA),50
que es tóxico para las células que expresan el gen URA3. Esto dio lugar a una cepa, en la cual el promotor ACC1
nativo había sido reemplazado por el promotor TPI1.
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Para construir la parte 1 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 3') de ura3 de K. lactis a
partir del plásmido pWJ716 utilizando los cebadores 5' CTTGACGTTCGTTCGACTGATGAGC 3' (SEQ ID NO: 93) y
5' CTGGAATTCGATGATGTAGTTTCTGG 3' (SEQ ID NO: 94). Por otra parte, se amplificó la secuencia del promotor 
TPI1 a partir de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5' 
CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3' (SEC ID NO 95) y 5' 5
TTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEC ID NO 96) y se amplificó una
secuencia de direccionamiento aguas abajo, que consistía en el comienzo del gen ACC1 (es decir, los primeros 553
pb del gen) a partir de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5' 
AGTTTTTTAATTATTAATCAAAAAATGAGCGAAGAAAGCTTATTCGAGTC 3' (SEQ ID NO: 97) y 5' 
CACCTAAAGACCTCATGGCGTTACC 3' (SEQ ID NO: 98). Estos tres fragmentos se fusionaron entre sí en dos10
rondas de PCR. Primero se fusionó la secuencia del promotor TPI1 a la secuencia de direccionamiento aguas abajo,
utilizando los cebadores 5' CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3' (SEQ ID NO: 95) y 5' 
CACCTAAAGACCTCATGGCGTTACC 3' (SEQ ID NO: 98). El producto resultante se fusionó a continuación al
fragmento que contenía dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis. El fragmento resultante, 3' 2/3 K.
lactis URA3-pTPI1-DOWN(ACC1) era la parte 1 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.15

Para construir la parte 2 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K. lactis 
a partir del plásmido pWJ716 utilizando los cebadores 5' CGGTCTGCATTGGATGGTGGTAAC 3' (SEQ ID NO: 99) y
5' GAGCAATGAACCCAATAACGAAATC 3' (SEQ ID NO: 100). La secuencia del promotor TPI1 se amplificó a partir 
de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5' 
CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3' (SEC ID NO 95) y 5' 20
CACCATCCAATGCAGACCGTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEC ID NO 101), y se amplificó una secuencia
diana aguas arriba de ACC1 a partir de ADN genómico S. cerevisiae utilizando cebadores 5' 
TGTTCTGCTCTCTTCAATTTTCCTTTC 3' (SEC ID NO 102) y 5' 
CTGGAATTCGATGATGTAGTTTCTAATTTTCTGCGCTGTTTCG 3' (SEC ID NO 103). Estos tres fragmentos se
fusionaron en dos rondas de PCR. Primero, se fusionó la secuencia de direccionamiento aguas arriba con la25
secuencia del promotor TPI1, utilizando los cebadores 5' TGTTCTGCTCTCTTCAATTTTCCTTTC 3' (SEQ ID NO: 
102) y 5' CACCATCCAATGCAGACCGTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEQ ID NO: 101). El fragmento
resultante se fusionó a continuación al fragmento que contenía dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K.
lactis, dando como resultado el fragmento UP(ACC1)-pTPI1-5' 2/3 K. lactis URA3, que constituía la parte 2 del
sustrato de direccionamiento del gen bipartito.30

La cepa de levadura FS01529 [MATalfa ura3-52, his3] se transformó con los sustratos lineales UP(ACC1)-pTPI1-5'
2/3 K. lactis URA3 y 3' 2 /3 K. lactis URA3-pTPI1-DOWN(ACC1). Los transformantes se seleccionaron y se
purificaron mediante siembra en estrías en un medio que carecía de uracilo y a continuación se transfirieron a placas
que contenían 5-FOA. Los recombinantes salto fuera ("pop-out") se purificaron mediante siembra en estrías en
medio que contenía 5-FOA. La cepa resultante se denominó FS09216 y tenía el genotipo [MATalfa ura3-52, his3,35
TPI-ACC1]. La correcta integración del promotor TPI1 fue verificada por medio de PCR de colonias.

Ejemplo 27. Construcción de una cepa con el gen ARO10 suprimido codificada por YDR380w.

El gen de levadura ARO10, que codifica la fenilpiruvato decarboxilasa (YDR380w), se suprimió utilizando el método
Cre/loxP. Una parte del sustrato bipartito consistía en dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis, un sitio
loxP localizado entre el gen marcador y la secuencia diana correspondiente a la secuencia aguas arriba de la40
secuencia codificante de ARO10. La segunda parte del sustrato bipartito consistía en dos tercios (hacia el extremo
5') de URA3 de K. lactis, un sitio loxP localizado entre el gen marcador y la secuencia diana correspondiente a la
secuencia aguas abajo de la secuencia codificante de ARO10. Además, se incluyó en la transformación un plásmido
que contenía el gen HIS3, un gen de recombinasa-Cre controlado por el promotor GAL1. Tras la transformación con
el sustrato bipartito y la selección sobre medio que carecía de uracilo e histidina, se obtuvieron transformantes de45
histidina en los que la secuencia codificante de ARO10 había sido inactivada y reemplazada por dos copias de la
secuencia loxP como una repetición directa a cualquier lado del gen marcador URA3 de K. lactis. Se seleccionó un
segundo evento de recombinación, que dio lugar a la eliminación de los fragmentos sobrantes del marcador de
selección, haciendo crecer la transformación seleccionada en medio YP-galactosa durante la noche y volviendo a 
cultivar los transformantes en el medio YPD. Esto dio lugar a una cepa, en la cual la secuencia codificante ARO1050
nativa ha sido reemplazada por un sitio loxP.

Para construir la parte 1 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 3') de ura3 de K. lactis y
el sitio loxP del plásmido pUG72 utilizando los cebadores 5' CCA ACA ATG ATG ATA TCT GAT C 3' (SEQ ID NO: 
104) y 5' CCG CTG CTA GGC GCG CCG TGG GCG CAA TTA TAA AAC ACT G 3' (SEQ ID NO: 106). Además, la
secuencia de direccionamiento homóloga aguas abajo se amplificó a partir de ADN genómico de levadura utilizando55
los cebadores 5-CCG CTG CTA GGC GCG CCG TGG GCG CAA TTA TAA AAC ACT G-3 (SEC ID NO: 106) y 5-
GTT TCA AAT AGA ACG AGG GAG -3 (SEQ ID NO: 105). Los dos fragmentos se fusionaron entre sí mediante PCR
utilizando los fragmentos de PCR como molde y los cebadores 5-CCA ACA ATG ATG ATA TCT GAT C-3 (SEC ID
NO: 104) y 5- GTT TCA AAT AGA ACG AGG GAG-3 (SEQ ID NO: 105). El fragmento resultante, 3' 2/3 K. lactis
URA3-loxP-DOWN(ARO10) era la parte 1 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.60
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Para construir la parte 2 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K. lactis y
un sitio loxP del plásmido pUG72 utilizando los cebadores 5' GTC AGC GGC CGC ATC CCT GCT ACG CTG CAG
GTC GAC AA 3' (SEQ ID NO: 107) y 5' ATA CAT TTG CCT TTT GAA AAC 3' (SEQ ID NO: 108). La secuencia diana
aguas arriba de ARO10 se amplificó a partir de ADN genómico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5' GCC
GTC ATA TAT TAC TTT GAG C 3' (SEC ID NO: 109) y 5' GCA GGG ATG CGG CCG CTG ACA CAG AAG TCG5
CGT CAA CTT G 3' (SEQ ID NO: 110). Los dos fragmentos se fusionaron mediante PCR utilizando los fragmentos
de PCR generados como moldes, utilizando los cebadores 5' GCC GTC ATA TAT TAC TTT GAG C 3' (SEC ID NO:
109) y 5' ATA CAT TTG CCT TTT GAA AAC 3' (SEQ ID NO: 108) dando como resultado el fragmento UP(ARO10)-
loxP-5' 2/3 K. lactis URA3, que constituía la parte 2 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.

La cepa de levadura FS09216 [MATalfa ura3-52, his3, TPI-ACC1] se transformó con los sustratos lineales10
UP(ARO10)-loxP-5' 2/3 K. lactis URA3 y 3' 2/3 K. lactis URA3-loxP-DOWN(ARO10). Los transformantes se
seleccionaron y se purificaron mediante siembra en estrías en un medio que carecía de uracilo e histidina. Las cepas
seleccionadas se inocularon en YP-galactosa líquida durante la noche y se cultivaron sobre placas YPD. Las
colonias individuales se purificaron mediante siembra en estrías sobre placas YPD y se cultivaron en placas réplicas 
sobre YPG, SC-URA y SC-HIS para confirmar la pérdida de marcador y la pequeñez. La cepa resultante se15
denominó FS09235 y tenía el genotipo [matalfa ura3-52 his3-11 pTPI-Acc1 deltaaro10]. La correcta integración del
promotor TPI1 se verificó mediante PCR de colonias.

El gen LEU2 (codificado por YCL018W) se eliminó parcialmente para permitir el uso de vectores basados en LEU2
en las cepas de levadura mutantes. La cepa parental utilizada para la deleción de LEU2 fue FS09216 [Matalfa ura3-
52 his3 pTPI-Acc1]. La deleción de LEU2 se realizó utilizando el método de direccionamiento del gen bipartito para20
deleciones de genes y URA3 de Klyuveromyces lactis como marcador de selección seguido de un rescate del
marcador URA3 sobre placas de 5-FOA (ácido 5-fluoro-orótico) (Erdeniz et al., 1997). Una parte del sustrato bipartito
consistió en la secuencia diana correspondiente al comienzo del gen LEU2 fusionado a dos tercios (hacia el extremo
5') de URA3 de K. lactis. La segunda parte del sustrato bipartito consistió en dos tercios (hacia el extremo 3') de
URA3 de K. lactis fusionado a la secuencia diana aguas abajo del gen LEU2.25

En detalle, el fragmento de la secuencia diana LEU2-up se construyó mediante PCR con ADN genómico de S.
cerevisiae CEN.PK y cebador directo (LEU2-up-F) 5'-CAGAGGTCGCCTGACGCATATACCT (SEQ ID NO: 111) y el 
cebador inverso 5'-GCAGGGATGCGGCCGCTGACGCAAAGTTACATGGTCTTAAGTTGG. La secuencia diana de
LEU2-Down se construyó mediante PCR a partir de ADN genómico de S. cerevisiae CEN.PK y el cebador directo 5'-
CCGCTGCTAGGCGCGCCGT GCTCCAGATTTGCCAAAGAATAAGGTCAAC-3' (SEQ ID NO: 112) y el cebador30
inverso (LEU2-Down-R) 5'-TGTTACACCTAACTTTTTGTGTGGTGCC.

Se generó el fragmento K. lactis up (KLURA5-R de 865 pb) mediante PCR con el vector pWJ1042 como molde
(Secuencia xx) y el cebador directo 5'-GTCAGCGGCCGCATCCCTGC TTCGGCTTCATGGCAATTCCCG (SEQ ID 
NO: 113) (dKL5') y el cebador inverso 5' GAGCAATGAACCCAATAACGAAATC (SEQ ID NO: 100) (Int3'). El vector
pWJ1042 es un vector lanzadera de E. coli y contiene el casete de expresión de ura3 de K. lactis completo 35
flanqueado por dos secuencias repetidas de ADN homólogo de 144 pb a cada lado del casete marcador para una
fácil recombinación y un rescate de marcadores en 5-FOA.

Se generó el fragmento K. lactis down (KLURA3-R de 1246 pb) mediante PCR con el vector pWJ1042 como molde y
el cebador directo (Int5') 5'-CTTGACGTTCGTTCGACTGATGAGC (SEC ID NO: 93) y el cebador inverso 5'-
CACGGCGCG CCTAGCAGCGG TAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC (SEC ID NO: 114) (cKL3').40

Se fusionó el fragmento de secuencia diana leu2-up con Klura5-R mediante PCR utilizando cebadores Leu2-up-F e
Int3'. El fragmento de secuencia diana LEU2-Down se fusionó a KLURA3-R utilizando los cebadores Int 5' y Leu2-
Down-R.

Estos fragmentos fusionados se utilizaron para transformar la levadura FS09216 utilizando el método de
transformación de acetato de litio convencional. Los transformantes se hicieron crecer en placas SC-URA durante45
dos días a 30°C y posteriormente se sembraron en estrías en placas de 5-FOA para permitir el salto fuera y el
rescate del marcador del segmento del gen que se iba a eliminar. Después de la confirmación de la deleción de
LEU2, se confirmó el rescate del marcador cultivando en placa la réplica sobre SC-URA y SC-LEU. La nueva cepa
con la deleción de LEU2 se denominó FS09236 [MATalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI1-Acc1].

Ejemplo 29. Generación de la cepa FS09240 matalfa ura3-52, his3, leu2, pTPI-ACC1, deltaAro1050

El gen de la levadura ARO10, que codifica la fenilpiruvato descarboxilasa, se eliminó utilizando el método Cre/loxP
como se describe en el Ejemplo 27.

La cepa de levadura FS09236 [MATalfa ura3-52 his3-11 leu2 pTPI1-Acc1] se transformó con los sustratos lineales
UP(ARO10)-loxP-5' 2/3 K. lactis URA3 y 3' 2/3 K. lactis URA3-loxP-DOWN(ARO10). Los transformantes se
seleccionaron y se purificaron mediante siembra en estrías sobre medio que carecía de uracilo e histidina. Las cepas55
seleccionadas se inocularon en YP-galactosa líquida durante la noche y se cultivaron sobre placas YPD. Las
colonias individuales se purificaron mediante siembra en estrías sobre placas YPD y se cultivaron en placa réplicas 
sobre YPG, SC-URA y SC-HIS para confirmar la pérdida de marcador y la pequeñez. La cepa resultante se
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denominó FS09240 y tenía el genotipo [MATalfa ura3-52 his3-11 leu2 pTPI1-Acc1 deltaaro10]. La correcta
integración del promotor TPI1 se verificó mediante PCR de colonias.

Ejemplo 30. Generación de la cepa FS09258 matalfa ura3-52, his3, leu2, trp1, pTPI-ACC1 deltaAro10

El gen TRP1 (codificado por YDR007W) se eliminó parcialmente para crear un marcador TRP1 no reversible en el
mutante de levadura y para permitir la integración de los transportadores de resveratrol en el gen de TRP15
parcialmente eliminado utilizando los vectores integrativos basados en TRP1 RHO0067 y RHO0051. La cepa
parental utilizada para la deleción de TRP1 fue FS09240 [Matalfa ura3-52 his3 delta-Leu2 pTPI-Acc1, delta-ARO10].
La deleción se realizó de acuerdo con el método CRE-lox bipartito utilizando el casete Leu2 de Klyuveromyces lactis
flanqueado por las dianas LOXP (vector pUG73 Euroscarf) como marcador reutilizable para los fragmentos
bipartitos.10

Se generó el fragmento LoxP-Leu2-up de Kluyveromyces lactis (1.323 pb) mediante PCR del vector pUG73
utilizando cebador directo (X1F) 5'-GTCAGC GGCCGCATCCC TGCTACGCTGCAGGTCGACAA (SEQ ID NO: 115)
y el cebador inverso (KLEU-R) 5'-CAC ACT ACA CAG ATT ATA CCA TG (SEQ ID NO: 116).

Se generó el fragmento Leu2-LoxP-down de Klyuveromyces lactis (1.500 pb) mediante PCR del vector pUG73
utilizando el cebador directo (KLEU-F) 5'-TTCTCTAACG ACGACGAAATCG (SEQ ID NO: 117) y el cebador inverso15
5' CACGGCGCGCCTAGCAGCGG AGGCCACTAGTGGATCTGATAT (SEC ID NO: 118) (X2R).

Se generó el fragmento TRP1-up mediante PCR utilizando ADN genómico de S. cerevisiae como molde y el cebador
directo (TRP-up-F) 5' GAA GAG GAG TAG GGA ATA TTA CTG GCT (SEQ ID NO: 119) y el cebador inverso 5' 
GCAGGGATGCG GCCGCTGAC ACT CCA AGC TGC CTT TGT GTG CTT AAT (SEC ID NO: 120).

Se generó el fragmento TRP1-down mediante PCR utilizando ADN genómico de S. cerevisiae como molde y el 20
cebador directo 5' CCGCTGCTAGGCGCGCCGTG CAA GAG TTC CTC GGT TTG CCA GTT ATT A (SEC ID NO:
121) y el cebador inverso (TRP-Down-R) 5' CCT GCG ATG TAT ATT TTC CTG TAC AAT CAA TC (SEQ ID NO: 
122).

Se fusionó el fragmento TRP1-up al fragmento LoxP-Leu2-up de Klyuveromyces lactis mediante PCR de fusión
utilizando TRP-up-F y Kleu-R como cebadores. Se fusionó el fragmento Leu2-LoxP-down de Klyuveromyces lactis25
con el fragmento TRP1-down por medio de PCR de fusión utilizando KLEU-F y TRP-DOWN-R como cebadores.

Se transformó FS09240 con 10 microlitros de cada uno de los dos productos de PCR fusionados (sustrato bipartito)
y se seleccionó sobre placas SC-leu. Se reunieron de cinco a diez transformantes resultantes y se utilizaron para la 
transformación con 3 microlitros de PSH47 (recombinasa Cre bajo el promotor GAL1 en un vector URA3) sobre 
placas SC-Leu). Los transformantes resultantes se hicieron crecer durante la noche en YP-galactosa (20 g/l de 30
galactosa 10 g/l de extracto de levadura y 20 g/l de peptona) para la inducción de la recombinasa Cre y el rescate
del marcador. Se disolvió un microlitro del cultivo durante la noche en 1 ml de agua estéril y se cultivaron en placa 
200 microlitros sobre placas de YPD-agar. Se puntuaron 40 colonias para determinar la falta de crecimiento sobre
placas de agar SC-TRP, SC-leu y SC-ura mediante cultivo en placa de réplicas, lo que indicó que la deleción de
TRP1 y el rescate del marcador habían funcionado. La cepa resultante con deleción parcial de TRP1 se confirmó35
mediante PCR de colonias utilizando el cebador 5'-CTG GGA GCA GAT GAC GAG TTG GT (SEC ID NO: 123) y
TRP-DOWN-R. La cepa delta-TRP1 resultante tenía una deleción parcial de TRP1 (donde se había eliminado una
región del medio de TRP1-ORF al medio del terminador), y se denominó FS09258 [Matalfa ura3-52 his3 delta-leu2
delta-trp1 pTPI-Acc1, delta-ARO10].

Ejemplo 31. Generación de una cepa con expresión constitutiva de la ruta a resveratrol en la levadura S. cerevisiae40
Fas01529-9-28.

Se co-transformó la cepa FS01529 de S. cerevisiae (CEN.PK MATa ura3 His3) con RHO0028 (pESC-HIS3-TEF-
PAL2-TDH3-C4H::CYB5:ATR2) y RHO009 (pESC-URA3-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 y la cepa transformada se
denominó FS01529-9-28. Los transformantes se seleccionaron en medio que carecía de uracilo e histidina y se
purificaron mediante siembra en estrías en el mismo medio.45

Ejemplo 32. Generación de una cepa con expresión constitutiva de la ruta a resveratrol en la levadura S. cerevisiae
FS09258-53-32-44-51.

Se transformó primero la cepa FS09258 [Matalfa ura3-52 his3 delta-leu2 delta-trp1 pTPI-Acc1, delta-ARO10] con el
plásmido RHO0051, se linealizó mediante digestión con HINDIII y se seleccionó sobre placas de agar sólido SC-trp.
Después de volver a sembrar en estrías los transformantes sobre nuevas placas de agar sólido SC-trp, las células50
de esta placa se inocularon en YPD y se transformaron con los plásmidos RHO0053 y RHO0032 y se seleccionaron
sobre placas de agar sólido SC-ura-his. A continuación, las cepas se hicieron crecer previamente en medio selectivo
(medio líquido SC-ura-his) y se transformaron con el plásmido RHO0044 y se seleccionaron sobre placas de agar
sólido SC-ura-his-leu. Esto dio como resultado la cepa FS09258-53-32-44-51.

55
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Se generó una segunda cepa de la misma manera pero en lugar de RHO0051 se utilizó RHO0067, se linealizó por
medio de digestión con HINDIII, dando como resultado la cepa FS09258-53-32-44-67.

Ejemplo 33. Cultivo en matraz oscilante/pocillo profundo y medios

Las cepas de levadura se hicieron crecer en matraces oscilantes de 500 ml con un volumen de trabajo de 50-100 ml
o en placas de cultivo con pocillos profundos de 10 ml con 5 ml de volumen de trabajo ("Riplate BV" 850601 de HJ-5
Bioanalytik Gmbh, Alemania) cubiertas con láminas Airpore Tape (número de catálogo 19571) (Qiagen, Maryland,
USA). Las placas de cultivo con pocillos profundos y los matraces oscilantes se inocularon a 250 rpm y 30 grados.

A menos que se establezca lo contrario, el medio utilizado para el crecimiento y la producción de estilbenoides en el
matraz oscilante o los cultivos en pocillos profundos fue un medio mineral definido (denominado medio de Delft) que
consistía en i) glucosa o galactosa como fuente de carbono en general 40 g/l a menos que se establezca lo contrario 10
ii) sulfato de amonio, (NH4)2SO4, 30 g/l como fuente de nitrógeno iii) tampón de fosfato que consistía en 12 g/l
KH2PO4 y 5 g/l de K2HPO4 con el medio ajustado a pH 5,5 iv) 2 g/l de MgSO4.7H2O y V) 1 ml de una solución de 
partida 1000X de vitaminas y 1 ml de una solución de partida 1000X de oligoelementos. La solución de vitaminas y la
solución de oligoelementos se prepararon como se describió previamente (Verduyn et al., 1992, Boer et al., 2003).

Ejemplo 34. Creación de una proteína quimérica que aumenta la hidroxilación del ácido cinámico conduciendo al 15
aumento de la producción de resveratrol

La cinamato-4-hidroxilasa (C4H) pertenece a la familia de proteínas de las citocromo P450 monooxigenasas (P450).
La enzima es una oxidasa unida a la membrana dependiente de hemo que facilita la adición de un átomo de oxígeno
mediante la escisión del di-oxígeno molecular (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000). La C4H es soportada por la 
P450 reductasa (CPR), un donador de electrones, y utiliza el electrón para dividir el oxígeno atmosférico a radicales20
reactivos del oxígeno. Se cree que el complejo enzimático coopera con el citocromo b5 que en teoría facilita la
transferencia de electrones. Se ha demostrado que los P450 heterólogos en algunos casos no poseen la capacidad
de aceptar la donación de electrones desde fuentes endógenas (Guengerich et al., 1993). Por lo tanto, para
aprovechar de manera óptima las rutas metabólicas que contienen monooxigenasas en organismos de expresión
heterólogos, se ensambla una enzima quimérica que contiene actividad hidroxilasa, citocromo B5 y reductasa.25

Se construyeron dos cepas que contenían plásmidos pESC que contenían la ruta del resveratrol con o sin una
proteína quimérica (Tabla 3).

Tabla 3

Nombre de la 
cepa

Cepa 
parental

Genotipo

FS01529-1-2 FS01529 MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H-pGAL10-PAL2], [pESC-his-GAL1-
4CL1-pGAL10-VST1]

FS01529-1-4 FS01529 MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:ATR2-pGAL10-PAL2] [pESC-
his-GAL1-4CL1-pGAL10-VST1]

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 0,2% y galactosa al 1,8%. Las cepas se cultivaron30
durante 71 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extracción y posterior análisis de
HPLC (Tabla 4).

Tabla 4

Cepa DO600 mg/l de resveratrol mg/l pinosilvina

FS01529-1-2 11,0 11,0 153,7

FS01529-1-4 10,0 45,1 92, 9

La expresión de la proteína quimérica aumentó el título de resveratrol en 310%.35

Ejemplo 35. Ruta del resveratrol en diferentes vectores
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Los autores de la presente invención investigaron si habría una diferencia entre una cepa que tenía la ruta completa
de resveratrol separada en dos vectores, que se transformaba con RHO009 y RHO0028 frente a una cepa que tenía
la ruta completa de resveratrol en un vector tal como RHO0029 o RHO0030 y si una cepa que albergaba  dos
vectores, cada uno con la ruta de resveratrol completa, conduciría a títulos más altos que una cepa que tuviera 
solamente un vector con la ruta completa de resveratrol de un solo vector.5

Por lo tanto, los autores de la presente invención construyeron las siguientes cepas:

i) FS0916-9-28 (que tiene una copia de la ruta del resveratrol dividida en dos vectores diferentes.

ii) FS09216-29-22 que tiene un vector de múltiples copias basado en URA3 con la ruta completa de
resveratrol y un vector HIS3 vacío para eliminar la auxotrofia.

iii) FS09216-30-20 que tiene un vector de múltiples copias basado en HIS3 con la ruta completa de10
resveratrol y un vector URA3 vacío para eliminar la auxotrofia.

iv) FS09216-29-30 que tiene un vector de múltiples copias basado en URA3 con la ruta completa de
resveratrol y un vector de múltiples copias basado en HIS3 con la ruta completa de resveratrol, esto es, en
principio, dos copias de la ruta completa de resveratrol.

Las cepas se hicieron crecer en matraces oscilantes que contenían 100 ml de medio mineral con 40 g/l de glucosa15
como fuente de carbono. Después de 72 horas, se calculó el resveratrol por medio de la densidad óptica (DO 600).
La Figura 10 muestra la cantidad producida de resveratrol por densidad óptica después de cultivos de 72 horas en
cepas con la ruta del resveratrol en diferentes vectores.

La cantidad de resveratrol producido por biomasa fue más alta cuando estuvieron presentes dos copias de la ruta del
resveratrol, es decir, en FS0916-29-30. Tener una copia de la ruta completa de resveratrol en un vector basado en20
HIS3 (FS09216-30-20) o en un vector basado en URA3 (FS09216-29-21) produjo resultados similares pero menores
que la cepa con dos copias. Tener solo una copia de la ruta separada en dos plásmidos diferentes produjo los
rendimientos más bajos de resveratrol (FS09216-9-28).

Ejemplo 36. Estabilidad de la cepa

Se construyó una cepa con una copia de la ruta del resveratrol dividida en dos vectores: FS01529-9-28. También se 25
construyó una segunda cepa con dos vectores cada uno con la ruta de resveratrol completa en el mismo FS01529-
29-30 de fondo. Las dos cepas se hicieron crecer en 100 ml de medio mineral definido con 40 g/l de glucosa en una
serie de tres matraces oscilantes de 500 ml. La toma de muestras y la medición del resveratrol se realizaron a las 72
horas. Se realizó un estudio de transferencia en serie donde se inocularon 50 microlitros del matraz oscilante 1 en un
matraz oscilante nuevo (matraz oscilante 2) con el mismo medio que el cultivo 1. Después de 72 horas se midieron30
el resveratrol y la densidad óptica y se llevó a cabo un tercer matraz oscilante de la misma manera con toma de 
muestras a las 72 horas. La Figura 11 muestra los títulos de resveratrol y ODF en tres matraces oscilantes en serie
para la cepa FS01529-9-28:

Barras de color negro = resveratrol (mg/l), barras de color gris = densidad óptica (DO600 nm) a las 72 horas
en cada matraz oscilante.35

La Figura 12 muestra de un modo similar los títulos de resveratrol y DO en tres matraces oscilantes en serie
para la cepa FS01529-29-30.

A partir de las Figuras 11 y 12 resulta evidente que la cepa FS01529-29-30 con dos plásmidos que tienen cada uno
la ruta de resveratrol completa conduce a títulos de resveratrol más altos que la cepa con solo una copia de la ruta
separada en dos vectores FS01529-9-28 como también se observó en el Ejemplo 35 en otra cepa de fondo. Sin40
embargo, en este experimento los autores de la presente invención también demostraron que la producción de
resveratrol es más estable y se mantiene a altos niveles en transferencias de matraces oscilantes en serie en la
cepa FS01529-29-30 en comparación con la cepa FS01529-9-28 donde la producción de resveratrol se reduce
después de cada transferencia y casi no se forma resveratrol en el matraz oscilante 3. Es posible, pero no favorable,
dividir la ruta del resveratrol en diferentes vectores ya que es muy probable que la distribución del plásmido y el45
número de copias cambien en toda la población y a lo largo del tiempo en cada matraz oscilante y esto ocasiona una 
razón desigual entre las enzimas de la ruta del resveratrol que conduce a bajos títulos de resveratrol.

Ejemplo 37. Comparación de los transportadores de resveratrol SNQ2, BcatrB y control en cultivos en pocillos 
profundos

La cepa 9258-29-30-44-51 que expresa el transportador SNQ2, la cepa 9258-29-30-44-67 que expresa el50
transportador BcatrB y la cepa de control 9240-29-30-44 se hicieron crecer durante 48 horas en placas de cultivo de
pocillos profundos. La cepa de control produjo 48 mg/l de resveratrol a una DO de 5,6 y la cepa que expresaba
SNQ2 produjo 61 mg/l de resveratrol a una DO de 5,7. Las cepas que expresaban BcatrB (transportador de
resveratrol de Botrytis cinerea) produjo 56 mg/l de resveratrol a una DO de 8 después de 48 horas.
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Genotipos:

9240 = Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10 9258 = Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10,
deltaTRP1

Vectores insertados:

RHO00295

RHO0030

RHO0044

RHO0051

RHO0067

En la fermentación, las mismas cepas que en el Ejemplo 34 produjeron a las 72 horas:10

9240-29-30-44 produjo 437 mg/l de resveratrol.

9258-29-30-44-51 (incluyendo la expresión en exceso de SNQ2) produjo 573 mg/l de resveratrol.

Cepa 9258-29-30-44-67 (incluyendo la expresión en exceso de BcatrB) produjo 951 mg/l de resveratrol.

Las condiciones para la fermentación y el análisis se describen a continuación antes del Ejemplo 41.

Conclusión: El efecto de la expresión en exceso de un transportador es muy probablemente más evidente en una15
fermentación de alimentación por lotes donde la concentración total de resveratrol excede los 200 mg/l, mientras que
en los cultivos en matraz oscilante o en pocillos profundos los niveles de resveratrol alcanzados son menores, lo que
puede no ser inhibidor y, por lo tanto, el efecto del transportador de resveratrol queda oscurecido por este hecho.

Ejemplo 38. Desarrollo de un sistema vector de expresión de elevado número de copias estable utilizando una
etiqueta de ubiquitinación20

Se construyeron dos cepas, una que contenía un plásmido p4-ura (Ejemplo 15) y la otra que contenía un plásmido
p4-ura-tag2 (Ejemplo 19) (Tabla 5).

Tabla 5

Nombre de la 
cepa

Cepa 
parental

Sistema de 
expresión insertado

Genes en el sistema de expresión Etiqueta

FS01202-29 FS01202 Rho0029 pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, 
pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1

Ninguna

FS01202-53 FS01202 Rho0053 pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, 
pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1

Etiqueta de 
ubiquitinación

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 2%. Las cepas se cultivaron durante 72 horas25
alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extracción y posterior análisis mediante HPLC (Tabla
6).

Tabla 6

Cepa mg/l de resveratrol DO600 Rendimiento de biomasa Rendimiento de glucosa

FS01227-29 28,0 9,8 2,9 0,70

FS01227-53 54,8 8,3 6,6 1,37

De los resultados presentes en la Tabla 6, el rendimiento de biomasa aumentó en 127%, el rendimiento de glucosa30
en 95% y el título en 96%.
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Ejemplo 39. Expresión en exceso de acetil-CoA carboxilasa (ACC1) para aumentar la producción de resveratrol

Los dos precursores de levadura clave para la producción de resveratrol que utilizan la ruta heteróloga del
resveratrol que comienza con la fenilalanina amoniaco liasa son fenilalanina y malonil-CoA. Para aumentar la
producción de malonil-CoA, la acetil-CoA carboxilasa (ACC1) que convierte la acetil-CoA en malonil-CoA se expresó
en exceso, lo que condujo al flujo de acetil-CoA redirigido desde la acumulación de biomasa y la asimilación del ciclo5
de TCA hacia la producción de malonil-CoA, incrementando de ese modo la disponibilidad de MAlonil-CoA para
aumentar el título de resveratrol.

Se construyeron dos cepas que contenían plásmidos pESC que contenían la ruta del resveratrol. Además, una de
las cepas tenía el promotor ACC1 endógeno intercambiado con el promotor glucolítico triosa fosfato isomerasa
(TPI1). (Tabla 7).10

Tabla 7

Nombre de la 
cepa

Cepa 
parental

Genotipo

FS01529-1-4 FS01529 MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:AR2-pGAL10-PAL2], [pESC-
his-GALl-4CL1-pGAL10-VST1]

FS09216-1-4 FS01529 MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:AR2-pGAL10-
PAL2], [pESC-his-GALl-4CL1-pGAL10-VST1]

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 0,2% y galactosa al 1,8%. Las cepas se cultivaron
durante 72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extracción y posterior análisis
mediante HPLC (Tabla 8).15

Tabla 8.

Cepa mg/l de resveratrol

FS01529-1-5 119

FS09216-1-5 165

A partir de los resultados presentes en la Tabla 8, la expresión genómica en exceso de acc1 aumentó el título de
resveratrol en 39%.

Ejemplo 40. Deleción de Aro10 fenilpiruvato descarboxilasa para aumentar la producción de resveratrol con20
disponibilidad de fenilalanina

Se construyeron dos cepas que contenían p4 que contenía la ruta del resveratrol. Además, una de las cepas tenía
ARO10 endógeno eliminado (Tabla 9).

Tabla 9

Nombre de 
la cepa

Cepa 
parental

Genotipo

FS09216-29-
30

FS09216 MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 [p4-ura-pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, 
pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1], [p4-his- pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, pTDH3-
4CL2, pTEF1-VST1]

FS09235-29-
30

FS09216 MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 ΔARO10 [p4-ura-pTDH3-PAL2, pTEF1-
C4H::CYB4::ATR2, pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1], [p4-his-pTDH3-PAL2, pTEF1-
C4H::CYB4::ATR2, pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1]

25

E11720810
09-04-2018ES 2 665 258 T3

 



30

Las cepas se cultivaron en medio de Delft con glucosa al 2%. Las cepas se cultivaron durante 72 horas alcanzando
la fase estacionaria y se tomaron muestras para la extracción y el posterior análisis mediante HPLC (Tabla 10).

Tabla 10

Cepa mg/l de ácido 
cumárico

mg/l de 
resveratrol

mg/DO600 de ácido 
cumárico

mg/DO600 de 
resveratrol

FS09216-29-
30 14 109 1,0 7,9

FS09235-29-
30 43 113 3,2 8,5

A partir de los resultados presentados en la Tabla 10, la deleción de ARO10 conduce a un aumento en el5
rendimiento de biomasa de aproximadamente 10% y 220% para resveratrol y ácido cumarico, respectivamente.

Medios y condiciones de fermentación

El siguiente grupo de ejemplos describe las fermentaciones realizadas de la siguiente manera general.

Medio de crecimiento para la fermentación de alimentación por lotes

La composición del medio utilizado en la fase de lote inicial de los cultivos de alimentación por lotes se muestra en la10
Tabla 11. La composición del medio de alimentación se presenta en la Tabla 12, 13, 14. La fuente de nitrógeno
utilizada en la fase de lote inicial del cultivo de alimentación por lotes fue la urea, mientras que, en la fase de
alimentación, se utilizó hidróxido de amonio (NH4OH, 25%) como la fuente de nitrógeno y como álcali. En la mayor
parte de los cultivos, se utilizó NH4OH (25%) como álcali en las fases tanto de lote como de alimentación. En
algunos de los cultivos, el álcali utilizado en la fase del lote inicial fue KOH (2 N). Tanto para la fase de lote inicial 15
como para la fase de alimentación, se utilizó HCl (2 N) como ácido.

Tabla 11 Composición del medio mínimo utilizado en el lote inicial de la fermentaciones de alimentación por lotes

Concentración

Glucosa·H2O [g/l] 110

Urea [g/l] 11,36

KH2PO4 [g/l] 15,00

MgSO4·7H2O [g/l] 2,5

Solución de vitaminas [ml/l] Tabla 13 5,00

Solución de oligoelementos [ml/l] Tabla 14 5,00

Antiespumante 204 (Sigma A-8311) [µ/l] 50,00

Tabla 12 Composición del medio mínimo utilizado en la alimentación de los cultivos de alimentación por lotes

Concentración

Glucosa·H2O [g/l] 550

KH2PO4 [g/l] 9,00
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Concentración

MgSO4·7H2O [g/l] 5,10

K2SO4 [g/l] 3,5

Na2SO4 [g/l] 0,28

Solución de vitaminas [ml/l] Tabla 13 12,00

Solución de oligoelementos [ml/l] Tabla 14 10,00

Antiespumante 204 (Sigma A-8311) [µ/l] 50,00*

*Durante la fermentación se tuvo que añadir Antiespumante adicional a demanda cuando se producía espuma

Tabla 13 Composición de la solución de vitaminas utilizada en la fermentaciones de alimentación por lotes

Concentración [g/L]

Biotina 0,05

Pantotenato de calcio 1,0

Ácido nicotínico 1,0

Mioinositol 25,0

Tiamina HCL 1,0

Piridoxal HCL 0,2

Ácido para-aminobenzoico 0,2

Tabla 14 Composición de la solución de oligoelementos utilizada en la fermentacion de alimentación por lotes

Concentración [g/L]

EDTA (disódico) 15

ZnSO4·7H2O 4,5

MnCl2·2H2O 1,0

CoCl2·6H2O 0,3

CuSO4·5H2O 0,3

Na2MoO4·2H2O 0,4

CaCl2·2H2O 4,5
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Concentración [g/L]

FeSO4·7H2O 3,0

H3BO3 1,0

KI 0,1

Condiciones de funcionamiento de la fermentacion de alimentación por lotes

Las condiciones de funcionamiento utilizadas en la fase de lote inicial y la fase de alimentación de las
fermentaciones de alimentación por lotes se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15 Condiciones de funcionamiento para la fase inicial del lote en las fermentaciones de alimentación por lotes5

Parámetro Punto de ajuste

Volumen de líquido (1) 0,5

Temperatura (°C) 30,0

pH 5,5

Velocidad de agitación (rpm)1 1200-1800

Velocidad de flujo de gas (vvm)2, 3 1,5

Velocidad de flujo de gas (l/min) 0,75

1 ajustado automáticamente de manera que el oxígeno disuelto está por encima de 60% (ajuste 100 % para 0,75 
l/min y 1200 rpm, sin células)

2 vvm = l de gas/(l de líquido x min)

3 1 vvm para la fermentación utilizando la cepa FS09263-29-44-51

Preparación de soluciones de partida de glicerol

Las soluciones de partida de glicerol se prepararon utilizando cultivos en matraces oscilantes con pantallas laterales
de 250 ml durante una noche (se llevaron a cabo a 30°C y se agitaron a 250 rpm). Tales cultivos se inocularon con
un asa llena de células de una placa de agar. Las células se cosecharon durante la fase logarítmica tardía (DO60010
~7-9) mientras había glucosa residual. El caldo se transfirió a tubos de centrífuga Falcon estériles de 50 ml y las
células se centrifugaron durante 5 min. a aproximadamente 4.000 rpm a 4°C. Las células se volvieron a suspender
en ~15 ml de solución de glicerol estéril al 15% (p/v). Se transfirió una alícuota de 1 ml de células suspendidas a
crioviales y se almacenaron a -80 °C.

Cultivos de siembra e inóculo15

Los cultivos de siembra se prepararon llevando a cabo cultivos secuenciales de matraces oscilantes, de manera que
las células experimentaron un cierto número de generaciones antes de ser inoculadas en el biorreactor. El cultivo del
matraz oscilante se llevó a cabo en un matraz oscilante de 500 ml utilizando un volumen de trabajo de 100 ml. El
medio utilizado en los cultivos se describe más arriba. El matraz oscilante inicial se inoculó con un cultivo de solución 
de partida de glicerol hasta una DO600 final de 0,01 o 0,001. Las células se incubaron a 30°C y 150 rpm y se20
recogieron cuando la DO600 alcanzó aproximadamente 1 (que corresponde a aproximadamente 10 generaciones) y
se transfirieron al siguiente matraz oscilante. El procedimiento se repitió, de modo que se llevaron a cabo un total de
4 cultivos en matraz oscilante (o aproximadamente 40 generaciones) antes de la inoculación. El cultivo en el cuarto
matraz se utilizó para inocular el reactor. La DO inicial de toda la fermentación fue de aproximadamente 0,001.
Cuando se utilizaron las cepas FS09258-53-32B-44-51 o FS09258-29-30-44-67, la DO inicial en la fermentación fue25
de aproximadamente 0,05
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Cultivos de alimentación por lotes en biorreactores

Los cultivos de alimentación por lotes se realizaron en biorreactores Biostat B plus (Sistemas Sartorius BBI), con un
volumen de trabajo de 2 l. El volumen inicial de líquido utilizado en todos los cultivos fue de 500 ml. El volumen total
de alimentación preparado fue de 1 l, de modo que el volumen de líquido en el recipiente del fermentador no excedió
de 1,5 l. El biorreactor estaba equipado con dos turbinas de disco Rushton de cuatro hojas y pantallas. Se utilizó aire 5
para hacer burbujear los biorreactores. Las concentraciones de oxígeno, dióxido de carbono y etanol en los gases de
escape fueron controlados por un analizador de gases Innova 1313 con multiplexación. La temperatura, el pH, la
agitación y la tasa de aireación se controlaron a lo largo de los cultivos. La temperatura se mantuvo a 30°C. El pH se
mantuvo a 5,5 mediante la adición automática de KOH (2N) o NH4OH (25%), en el transcurso del lote inicial, y
NH4OH (25%) y HCl (2 N), durante la fase de alimentación. La velocidad del agitador se ajustó inicialmente a 120010
rpm y la tasa de aireación a 1,5 vvm (es decir, 0,75 l/h, para un volumen de líquido de 500 ml). La tasa de aireación
se estableció en 2,25 l/h, durante el procedimiento de alimentación. Cuando los niveles de oxígeno disuelto
disminuyeron por debajo de 60%, la velocidad del agitador se aumentó automáticamente a valores de hasta 1.800
rpm. La formación de espuma se controló utilizando un sensor de espuma y mediante la adición automática y/o
manual de un agente antiespumante (Antiespumante 204) (diluido o puro). Las muestras se retiraron en momentos15
seleccionados y se analizaron para determinar la masa celular, los metabolitos extracelulares y los estilbenoides.

Después de la inoculación, las fermentaciones de alimentación por lotes pasaron por una fase discontinua que duró
hasta que no se midió glucosa residual durante la fermentación. Posteriormente, se utilizó un perfil de alimentación
exponencial para asegurar una tasa de crecimiento específica constante reducida.

Perfiles de alimentación20

Un perfil de alimentación exponencial conduce a una tasa de crecimiento específica constante y una concentración
de sustrato residual (Ecuación 1).

               YXSµ0

F (t) = ---------------------------- X0 V0 e
µ0t

            Salimentación - S0                                         (Ecuación 1)25

donde V0 [l] indica el volumen de líquido al comienzo del procedimiento de alimentación por lotes; X0 [g PS/l] y S0

[g/l], las concentraciones de biomasa y sustrato al inicio del procedimiento de alimentación por lotes,
respectivamente; Salimentación [g/l], la concentración de sustrato en la alimentación; YXS [g/g PS], el inverso del
rendimiento de biomasa en el sustrato; y μ0 [l/h], la tasa de crecimiento específica.30

En todos los cultivos, se utilizaron perfiles de alimentación exponencial predefinidos (Tabla 16) después de la fase
de lotes, sin ningún tipo de control automático de la velocidad de alimentación. La velocidad de alimentación se
ajustó manualmente en el transcurso de los cultivos (a perfiles constantes), para evitar el metabolismo respiro-
fermentativo. La fase de alimentación exponencial estuvo seguida de una o dos fases con alimentación reducida y
constante. En la Tabla 17, se enumeran los parámetros sobre los que se cambiaron las fermentaciones de la fase de 35
lotes a la alimentación exponencial, a la fase 1 de alimentación constante y a la fase 2 de alimentación constante.

Tabla 16 Parámetros utilizados para el cálculo de perfiles de alimentación exponenciales predefinidos en la fase de
alimentación por lotes.

Salimentación [g/l] V0 [l] X0 [g PS/l] YXS [g/g PS] µ0 [1/h]

FS09258-51-53-32B-44 500 0,5 17,7 0,35 0,08

FS09240-29-30-44 500 0,5 16,9 0,35 0,1

FS09258-29-30-44-51 500 0,5 15,5 0,35 0,1

FS09258-29-30-44-67 500 0,5 12,6 0,35 0,1

FS09263-29-44-51 500 0,5 13,4 0,35 0,1

FS09263-29-44-pSF057 500 0,5 15,1 0,35 0,1

Tabla 17 Parámetros aproximados al inicio de la fase de alimentación exponencial, la fase 1 de alimentación40
constante, la fase 2 de alimentación constante
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Cepa Inicio de
Tiempo 
(h)

µ (l/h) o velocidad de flujo 
(ml/h)

DO600 Et (g/L)

FS09258-51-53-32B-
44

Fase de alimentación 
exponencial

25 0,08 1/h 30 40

Fase 1 de alimentación 
constante

50 20 ml/h 110 0,15

Fase 2 de alimentación 
constante

73 7,7 ml / h 190 0

FS09240-29-30-44
Fase de alimentación 
exponencial

43 0,1 1/h 15 12

Fase 1 de alimentación 
constante

61 18 ml/h 40 0

Fase 2 de alimentación 
constante

74 8,8 ml/h 110 0

FS09258-29-30-44-
51

Fase de alimentación 
exponencial

43 0,1 1/h 22 4

Fase 1 de alimentación 
constante

63 20 ml/h 186 0

Fase 2 de alimentación 
constante

Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno

FS09263-29-44-51
Fase de alimentación 
exponencial

42 0,1 1/h 20 20

Fase 1 de alimentación 
constante

64 21 ml/h 160 0

Fase 2 de alimentación 
constante

73 10,4 ml/h 184 0

FS09263-29-44-67
Fase de alimentación 
exponencial

24 0,1 1/h 18 22,7

Fase 1 de alimentación 
constante

75 20 ml/h 108 0

Fase 2 de alimentación 
constante

Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno

FS09263-29-44-
pSF057

Fase de alimentación 
exponencial

42 0,1 1/h 21.5 18

Fase 1 de alimentación 
constante

63 21,3 ml/h 174 0

Fase 2 de alimentación 
constante

Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
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Análisis de estilbenoides

Para el análisis cuantitativo de ácido cumarico, ácido cinámico, ácido florético, trans-resveratrol, cis-resveratrol,
dihidro-resveratrol y pinosilvina, las muestras se someten a separación por medio de cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC), utilizando un sistema de HPLC de Dionex, antes de Detección UV con matriz de diodos a l = 306
nm. Se utiliza una columna Phenomenex (Torrance, CA, USA) Luna de 2,5 micrómetros C18 (100 X 2,00 mm) a5
60°C. El método comprende, como fase móvil, un gradiente en forma de S no lineal de acetonitrilo y agua miliQ
(ambos contienen 50 ppm de ácido trifluoroacético), a un flujo de 0,8 ml/min. El perfil de gradiente varía de 10% a
100% de acetonitrilo a lo largo de 5 minutos. El tiempo de elución es de aproximadamente 3,2 min para el ácido
cumarico, 4,6 min para el trans-resveratrol, 6,0 min para el ácido cinámico y 7,1 min para la trans-pinosilovina. Se 
utiliza el siguiente procedimiento de preparación de muestras para el análisis de estilbenoides:10

- Adición de etanol (99,9%) a una concentración final de 50% (v/v);

- Agitación vorticial (30 s);

- Centrifugación (5 min, velocidad 13.000);

- Análisis de sobrenadante por HPLC.

Las muestras se diluyen apropiadamente en agua destilada antes del análisis de HPLC, siempre que se requiera, de15
manera que las concentraciones de estilbenoides caigan dentro de los intervalos lineales definidos por los patrones.

Ejemplo 41. Fermentación de alimentación por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09258-29-30-44-51, FS09240-
29-30-44

El efecto de la expresión en exceso de SNQ2 sobre la producción de resveratrol se investigó en la fermentación de 
alimentación por lotes controlada. Se utilizó FS09240-29-30-44 como cepa de referencia y se comparó con una cepa20
que adicionalmente alberga una expresión en exceso de SNQ2, esto es FS09240-29-30-44-51. En un experimento
posterior, se sometió a ensayo adicionalmente el efecto de la utilización de una etiqueta de ubiquitinación en uno de
los plásmidos (Rho 053) y se comparó FS09258-51-53-32B-44 con FS09240-29-30-44-51. Los resultados de las tres
fermentaciones de alimentación por lotes realizadas de las cepas FS09240-29-30-44, FS09258-29-30-51 y
FS09258-51-53-32B-44 se pueden ver en la Figura 13.25

Se encontró que la expresión en exceso permitía un aumento en los títulos de fermentación finales de
aproximadamente 400 mg/L a aproximadamente 1.400 mg/L. El uso de una etiqueta de ubiquitinación en uno de los
plásmidos permitía un aumento adicional y títulos más allá de 1.800 mg/L.

Ejemplo 42. Sistema de etiqueta de PUFA ilustrativo

La Delta 12 desaturasa (gen MrD12D) de Mucor Rouxii (Passorn et al., sin publicar) (SEQ ID NO: 124), delta 630
desaturasa (gen OtD6D) de Ostreococcus tauri (Domergue et al., 2005) (SEQ ID NO: 125), delta 6 elongasa (gen
MaD6E) de Mortiella alpine (Tavares et al., 2008) (SEQ ID NO: 126), y delta 5 desaturasa (gen PtD5D) de
Paramecium tetraurelia (Aury et al., 2006) (SEQ ID NO: 127) con codones optimizados para su expresión en S.
cerevisiae fueron sintetizadas por GenScript Corporation (Piscataway, NJ). Los genes con codones optimizados
sintéticos se suministraron insertados en el vector de E. coli pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron mediante35
PCR utilizando los vectores pUC57 como moldes. Después de la digestión con DPN1, los productos de la PCR se
purificaron en gel de agarosa utilizando el kit de extracción de gel QiaQuick (Qiagen).

La Delta 12 desaturasa (gen MrD12D) de Mucor Rouxii fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-MrD12D utilizando el cebador directo 5-TAG AAC TAA AGG GCG GCC GCA TGG CAA CCA AGA GAA AC-
3 (SEC ID NO: 128) y el cebador inverso 5-TTA ATT AAG AGC TCA GAT CTT TAG TTC TTA AAG AAG ACA ACA-40
3 (SEQ ID NO: 129).

La Delta 6 desaturasa (gen OtD6D) de Ostreococcus tauri fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-OtD6D utilizando el cebador directo 5-TAT AGG GCC CGG GCG TCG ACA TGT GTG TTG AAA CAG AAA
AT-3 (SEQ ID NO: 130) y el cebador inverso 5-CGG TAC CAA GCT TAC TCG AGT TAT GCT GTT TTA CCA GAA
TG-3 (SEQ ID NO: 131).45

La Delta 6 elongasa (gen MaD6E) de Mortiella alpine fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-MaD6E utilizando el cebador directo 5-TAG AAC TAA AGG GCG GCC GCA TGG AAT CTA TTG CTC AAT
TC-3 (SEC ID NO: 132) y el cebador inverso 5-TTA ATT AAG AGC TCA GAT CTT TAT TGT AAC TTT CTA GCC
TTT-3 (SEQ ID NO: 133).

La Delta 5 desaturasa (gen PtD5D) de Paramecium tetraurelia fue reamplificada por PCR a partir del vector de 50
Genscript pUG57-PtD5D utilizando el cebador directo 5-TAT AGG GCC CGG GCG TCG ACA TGG AAG GTA TCA
TCA CTC A-3 (SEQ ID NO: 134) y el cebador inverso 5-CGG TAC CAA GCT TAC TCG AGT TAT TCC ATT TTA
GCA AAA CCA-3 (SEQ ID NO: 135).
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Construcciones de plásmidos

Ejemplo 43. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva del gen MrD12D y OtD6D

El producto de PCR MrD12D amplificado (Ejemplo 42) se ligó en el vector Rho0020 digerido con NotI/BglII (Ejemplo
12) utilizando tecnología InFusion, dando como resultado el vector Rho20-MrD12D. El producto de PCR OtD6D
amplificado (Ejemplo 42) se ligó en un vector Rho20-MrD12D digerido con SalI/XhoI utilizando tecnología InFusion,5
dando como resultado el vector Rho20-MrD12D-OtD6D. Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho20-MrD12D-
OtD6D para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 44. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva del gen MaD6E y PtD5D

El producto de PCR MaD6E amplificado (Ejemplo 42) se ligó en un vector Rho20 digerido con NotI/BglII (Ejemplo 12)
utilizando tecnología InFusion, dando como resultado el vector Rho20-MaD6E. El producto de PCR PtD5D10
amplificado (Ejemplo 42) se ligó en un vector Rho20-MaD6E digerido con SalI/XhoI utilizando tecnología InFusion,
dando como resultado el vector Rho20-MaD6E-PtD5D. Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho20-MaD6E-
PtD5D para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 45. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva del gen MrD12D, OtD6D, MaD6E y
PtD5D15

El vector Rho20-MrD12D-OtD6D (Ejemplo 43) se linealizó mediante amplificación por PCR utilizando el cebador
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3. El
fragmento de PCR se cortó con DpnI y se purificó en gel de agarosa utilizando el kit de extracción de gel QiaQuick
(Qiagen).

El vector Rho20-MaD6E-PtD5D (Ejemplo 44) se utilizó como molde para la amplificación por PCR de los casetes de20
expresión MaD6E-PtD5D utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC
TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTG CTC TGC TGT GGA TAA CCG TAT
TAC CG-3. El fragmento de PCR amplificado que contenía el casete de expresión MaD6E-PtD5D se purificó en gel 
de agarosa utilizando el kit de extracción de gel QiaQuick (Qiagen).

El vector Rho20-MrD12D-OtD6D linealizado por PCR y el casete de expresión MaD6E-PtD5D se ligaron utilizando la25
tecnología InFusion, dando como resultado Rho20-MrD12D-OtD6D-MaD6E-PtD5D denominado p13. Se
secuenciaron dos clones diferentes de p16 para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 46. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva del gen MrD12D, OtD6D, MaD6E y
PtD5D con el gen marcador ura3 fusionado a una etiqueta de ubiquitinación

Se utilizó Rho20-MrD12D-OtD6D (Ejemplo 43) como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) eliminando30
la secuencia codificante de ura3 utilizando el cebador directo 5-CTC ATT TTG TTA TTC ATT TGT AAA AAA CTG
TATATATAG TAA ATG CAT GT-3 (SEQ ID NO: 76) que contenía la etiqueta de ubiquitinación y el cebador inverso
5-TCC TTA TAT GTA GCT TTC GAC AT-3 (SEQ ID NO: 77).

Se utilizó Rho0020 (Ejemplo 12) como molde para la amplificación por PCR de ura3 utilizando el cebador directo 5-
ATG TCG AAA GCT ACA TAT AAG GAA CGT G-3 (SEQ ID NO: 78) y el cebador inverso 5-CAA ATG AAT AAA35
ATG AGA CAA AGA AGA AAA CCA ATT TTT ACA AGC GT TTG CTG GCC-3 (SEQ ID NO: 79) que contenía la
etiqueta de ubiquitinación.

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como
resultado el plásmido Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D.

Se linealizó Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D mediante amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador40
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT
TAA GCC A-3 (SEQ ID NO: 67). El fragmento de PCR se cortó con DpnI y se purificó en gel de agarosa utilizando el
kit de extracción de gel QiaQuick (Qiagen).

Se utilizó Rho20-MaD6E-PtD5D (Ejemplo 44) como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) de los
casetes de expresión que contenían MaD6E y PtD5D utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA45
TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTG CTC
TGC TGT GGA TAA CCG TAT TAC CG-3 (SEQ ID NO: 137). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se ligaron
utilizando la tecnología InFusion que dio como resultado el plásmido Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D-MaD6E-
PtD5D denominado p16. Se secuenciaron dos clones diferentes de p16 para verificar la secuencia del gen clonado.

Resultados50

Se utilizó la cepa FS01529 como anfitrión de expresión para el plásmido p13 o p16 (véase la Tabla 18).

Tabla 18
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Nombre de la 
cepa

Cepa 
parental

Sistema de expresión 
insertado

Genes del sistema de expresión Etiqueta

FS01529-p13 FS01529 P13 pTDH3-OtD6D, pTEF1-MrD12D, 
pTDH3-PtD5D, pTEF1-MaD6E

Ninguna

FS01529-p16 FS01529 P16 pTDH3-OtD6D, pTEF1-MrD12D, 
pTDH3-PtD5D, pTEF1-MaD6E

Etiqueta de 
ubiquitinación

Las cepas se cultivaron en una placa de 24 pocillos profundos que contenían medio de Delft con glucosa al 2%. Las
cepas se cultivaron durante 72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para la extracción de
lípidos y el posterior análisis GC-FID (véase la Tabla 19).

Tabla 195

Cepa Ácido araquidónico como % de la composición de ácidos grasos totales

FS01529-p13 0,3

FS01529-p16 1,2

A partir de los resultados presentes en la Tabla 19, el porcentaje de ácidos grasos totales en la célula fue 4 veces
mayor utilizando el plásmido con etiqueta (p16) en comparación con un plásmido sin etiqueta (p13).

Ejemplo 47. Aislamiento de los genes diana de modificación metabólica que codifican Aro4 y Aro7

Se sintetizaron 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa (gen Aro4) (Luttik et al., 2008) (SEQ ID NO: 138)10
y Corismato mutasa (gen Aro7) (Luttik et al., 2008) (SEQ ID NO: 139) a partir de Saccharomyces cerevisiae con 
codones optimizados para la expresión en S. cerevisiae por GenScript Corporation (Piscataway, NJ). ARO4 cataliza
la conversión de fosfoenolpiruvato, D-eritrosa 4-fosfato y agua en 3-desoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato 7-fosfato y
fosfato; ARO7 cataliza la conversión de corismato en prefanato. Los genes con codones optimizados sintéticos se
suministraron insertados en el vector de E. coli pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los15
vectores pUC57 como moldes. Después de la digestión con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de 
agarosa utilizando el kit de extracción de gel QiaQuick (Qiagen).

Ejemplo 48. Aislamiento de STS, una resveratrol sintasa procedente de Vitis pseudoreticulata.

Se sintetizó resveratrol sintasa (gen STS) (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABF06883.1) (SEQ ID NO: 140) a partir de
Vitis pseudoreticulata con codones optimizados para la expresión en S. cerevisiae por GenScript Corporation20
(Piscataway, NJ). Los genes sintéticos con codones optimizados se suministraron insertados en el vector de E. coli
pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los vectores pUC57 como moldes. Después de la
digestión con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de agarosa utilizando el kit de extracción de gel
QiaQuick (Qiagen).

Ejemplo 49. Construcción del vector de levadura Rho0098 para expresión constitutiva de VST1 y STS que contienen25
el marcador His3.

Se utilizó pUC57-STS como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-GGC
CCG GGC GTC GAC ATG GCT TCT GTT GAA GAA ATT A-3 (SEQ ID NO: 141) y el cebador inverso 5-CCA AGC
TTA CTC GAG TCA TTA ATT AGA ATC AGT ACC A-3 (SEQ ID NO: 142). Se utilizó Rho0011 como molde para la
amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CTA AAG GGC GGC CGC ATG GCA TCC GTA30
GAG GAG-3 (SEQ ID NO: 143) y el cebador inverso 5-TCC ATC GAT ACT AGT TCA TTA GTT AGT GAC AGT TG-
3 (SEQ ID NO: 144). Rho0022 fue digerido con speI, SalI y XhoI.

Los tres fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando el sistema de clonación InFusion (Clonetech). El
plásmido resultante se cortó con PvuII para verificación. El plásmido se utilizó como molde para la amplificación por
PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC-3 (SEQ ID NO: 44) y el35
cebador inverso 5-ATG GCT TCT GTT GAA GAA ATT A-3 (SEQ ID NO: 141). Se utilizó Rho0011 como molde para
la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CTC TAC GGA TGC CAT GAA TTC TCT AGA
ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3 (SEQ ID NO: 145) y el cebador inverso 5-TTC AAC AGA AGC CAT GGA TCC
TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT G-3 (SEQ ID NO: 146). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se
fusionaron utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el plásmido Rho0098 (SEQ ID NO: 40
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178).

Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho0098 y se verificó la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 50. Construcción del vector de levadura p0161 para la expresión constitutiva de VST1 y STS que contienen
el marcador His3.

Se utilizó Rho0098 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-GCA5
ATG GAT CAG TTA CGT TAT ATC TTC GAG CGT CCC AAA A-3 (SEQ ID NO: 147) y el cebador inverso 5-ATA
ACG TAA CTG ATC CAT TGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC-3 (SEQ ID NO: 148).

El fragmento obtenido por PCR se fusionó utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el
plásmido p0161 (SEQ ID NO: 180). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0161 y se verificó la secuencia del
gen clonado.10

Ejemplo 51. Construcción de un vector de levadura para la expresión constitutiva de PAL2 y C4H:CYB5:ATR2 que
contienen el marcador Ura3-tag2 p0160

Se utilizó Rho0058 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-GCA
ATG GAT CAG TTA CGT TAT ATC TTC GAG CGT CCC AAA A-3 (SEQ ID NO: 147) y el cebador inverso 5-ATA
ACG TAA CTG ATC CAT TGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC-3 (SEQ ID NO: 148).15

El fragmento obtenido por PCR se fusionó utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el
plásmido p0160 (SEQ ID NO: 179). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0160 y se verificó la secuencia del
gen clonado.

Ejemplo 52. Construcción de un vector replicativo de levadura, p0202, que contiene pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y
pCUP1-PAL2, URA3-tag2 como marcador selectivo.20

Se utilizó p0160 como molde para una amplificación por PCR utilizando el cebador 5-ACG TAT TCT TTG AAA TGG
CG-3 y 5-ATG GAC CAA ATT GAA GCA ATG CTA-3. El promotor del gen CUP1, pCUP1, se amplificó por PCR a 
partir de ADN genómico de S. cerevisiae CEN.PK utilizando cebadores 5-TTT CAA AGA ATA CGT TTA CCG ACA
TTT GGG CGC-3 (SEQ ID NO: 149) y 5-TTC AAT TTG GTC CAT ACA GTT TGT TTT TCT TAA TAT C-3 (SEQ ID
NO: 150). Los dos fragmentos mencionados anteriormente se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación 25
InFusion dando como resultado el plásmido p0202.

Ejemplo 53. Construcción del vector de levadura Rho0021 con casetes de expresión constitutiva y el marcador Leu2
(SEQ ID NO: 176)

Se utilizó pESC-leu (Stratagene) como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT30
TAA GCC A-3 (SEQ ID NO: 67). Se utilizó RHO0011 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II)
utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 
68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 
69).

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como35
resultado el plásmido Rho0021 (SEQ ID NO: 176). Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho0021 y se verificó
la secuencia del gen clonado

Ejemplo 54. Construcción del vector Rho0039 de levadura para la expresión constitutiva de Aro7 y Aro4 que
contienen el marcador Leu2

Se digirió el vector Rho0021 con la enzima de restricción NotI y BglII. El gen que codificaba Aro4 de S. cerevisiae fue40
reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-Aro4 utilizando el cebador directo 5- ACT AAA GGG
CGG CCG ATG TCA GAG TCT CCA ATG T-3 (SEQ ID NO: 151) y el cebador inverso 5-TAA GAG CTC AGA TCT
CTA CTT CTT ATT TAC CTC TCT T-3 (SEQ ID NO: 152) con salientes homólogos al vector RHO0021 linealizado.

Los dos fragmentos se recombinaron utilizando el sistema de clonación Infusion (Clonetech). El vector resultante se
denominó Rho0021-Aro4. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-URA-Pal2 y se verificó la secuencia del45
gen clonado.

El vector Rho0021-Aro4 se digirió con la enzima de restricción SaII y XhoI. El gen que codificaba Aro7 de S.
cerevisiae fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-Aro7 utilizando el cebador directo 5-GGC
CCG GGC GTC GAC ATG GAT TTT ACA AAG CCA GAA-3 (SEQ ID NO: 153) y el cebador inverso 5-CCA AGC
TTA CTC GAG TCA TTC TTC CAA TCT TCT CAA-3 (SEQ ID NO: 154) con salientes homólogos al vector Rho0021-50
Aro4 linealizado.

Los dos fragmentos se recombinaron utilizando Infusion Clining System (Clonetech). El vector resultante se
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denominó Rho0039 (SEQ ID NO: 177). Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-URA-Pal2 para verificar la
secuencia del gen clonado.

Ejemplo 55. Obtención de altos niveles de expresión de genes de interés a través de integraciones múltiples en ADN
genómico de S. cerevisiae utilizando regiones TY-delta.

La obtención de altos rendimientos de producción de un producto de interés a menudo requiere herramientas de la 5
biología molecular para la expresión génica de alto nivel. El uso de vectores replicativos, de múltiples copias y
promotores fuertes a menudo se elige para desencadenar la expresión de genes de interés. Desafortunadamente,
las cepas construidas sobre estos sistemas de expresión portados en el plásmido son frecuentemente propensas a
la inestabilidad a través de reordenamientos del ADN, variaciones en el número de copias del plásmido o incluso
pérdida de plásmidos.10

Con el fin de lograr altos niveles de producción de resveratrol, al tiempo que se proporcionaba una cepa estable, los 
autores de la presente invención diseñaron un sistema de expresión basado en la integración múltiple de genes de
interés en las regiones TY-delta. Las regiones TY-delta son "repeticiones terminales largas" (LTR) que se omiten
después de la inserción secuencial y la escisión de un retrotransposón Ty1 o Ty2. Se identificaron un total de 331
inserciones de retrotransposones en el genoma de S. cerevisiae, 85% de las cuales corresponden a LTR15
individuales o a fragmentos de LTR (Kim et al. Transposable Elements and Genome Organization: A Comprehensive 
Survey of Retrotransposons Revealed by the Complete Saccharomyces cerevisiae Genome Sequence (Genome
Research, 2009). Los retrotransposones de S. cerevisiae se dividen en 5 familias diferentes denominadas Ty1-Ty5
(Kim et al., 2009).

Con el fin de integrar específicamente una secuencia de ADN elegida de interés en regiones TY-delta mediante20
recombinación homóloga, se identificó una secuencia consenso TY-delta alineando numerosas secuencias de ADN
TY-delta obtenidas de la Base de Datos del Genoma de Saccharomyces (www.yeastgenome.org). Modificando 2
nucleótidos, se añadió un sitio de restricción BglII a la secuencia consenso. La secuencia final se presenta en la
Figura 14.

Ejemplo 56. Construcción de un vector de levadura p0179 para integración múltiple utilizando una secuencia25
consenso Ty-delta y el marcador HIS5 de Schizosaccharomyces pombe etiquetado con tag2.

La secuencia de ADN codificante de HIS5 se amplificó por PCR a partir de ADN genómico de Schizosaccharomyces 
pombe (ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion®, Finnzymes) utilizando el cebador directo 5-CAA GAT AAA CGA
AGG CAA AGA TGG GTA GGA GGG CTT TT-3 (SEQ ID NO: 155) y el cebador inverso 5-ATG AGA CAA AGA AGA
AAA CCA ATT TTT ACA AGC CAA CAC TCC CTT CGT GCT T-3. Se utilizó pSF127 como molde para la30
amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-TCT TCT TTG TCT CAT TTT GTT ATT CAT
TTG ETIQUETA TGA CAC CGA TTA TTT AAA GCT G-3 (SEQ ID NO: 157) y el cebador inverso 5-CTT TGC CTT
CGT TTA TCT TG-3 (SEQ ID NO: 158). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion
Cloning System (Clontech) dando como resultado el plásmido p0179. p0179 se verificó por medio de secuenciación.

Ejemplo 57. Construcción del vector de levadura p0246 para integración múltiple utilizando una secuencia consenso35
Ty-delta y el marcador His3 p0246

Se utilizó p0179 como molde en una reacción de PCR utilizando el cebador 5-GCA ATG GCG GCC GCT TAC GTT
ATC TTC CTC GCT CAC TGA CT-3 (SEQ ID NO: 159) y 5-ATA ACG TAA GCG GCC GCC ATT GCA TTG GAG
ACT TGA CCA AAC CT-3 (SEQ ID NO: 160) eliminando el terminador ADH1. El fragmento obtenido mediante PCR
se fusionó a sí mismo utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como resultado el plásmido p024640
(SEQ ID NO: 181). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0246 y se verificó la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 58. Construcción del vector de levadura p0249 para integración múltiple utilizando una secuencia consenso
Ty-delta y el marcador KanMX p0249.

Se utilizó p0246 como molde en una reacción de PCR utilizando el cebador 5-CTT TGC CTT CGT TTA TCT TG-3
(SEQ ID NO: 158) y 5-TGA CAC CGA TTA TTT AAA GCT GC-3 (SEQ ID NO: 161) eliminando la totalidad de la 45
secuencia codificante de His5-tag2. Se utilizó p0191 como molde en una reacción de PCR utilizando el cebador 5-
CAA GAT AAA CGA AGG ATG GGT AAG GAA AAG ACT CAC-3 (SEQ ID NO: 162) y 5-GCA GCT TTA AAT AAT
CGG TTA GAA AAA CTC ATC GAG CAT CAA ATG-3 (SEQ ID NO: 163) eliminando toda la secuencia codificante 
de His5-tag2 completa. Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion Cloning System
(Clonetech) dando como resultado el plásmido p0249 (SEQ ID NO: 182). Se secuenciaron dos clones diferentes de50
p0249 y se verificó la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 59. Construcción del vector de levadura p0280 para expresión constitutiva e integración de Aro7 y Aro4 que
contienen el marcador KanMX.

Se utilizó RHO0039 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando cebador directo 5-AAT TGG
AGC TCC ACC GCG GCT TCG AGC GTC CCA AAA CCT TC-3 (SEC ID NO 164) y el cebador inverso 5-GCT TGA55
TAT CGA ATT CGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC TG-3 (SEQ ID NO: 165). p0249 se digirió utilizando las enzimas
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de restricción SacII y EcorRI. Los dos fragmentos obtenidos por PCR y digestión con enzimas de restricción se
fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como resultado el plásmido p0245-pTDH3-Aro7-
pTEF1-Aro4 (p0280 (SEQ ID NO: 184)). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0280 y se verificó la secuencia
del gen clonado.

Ejemplo 60. Construcción del vector de levadura p0262 para expresión constitutiva e integración de VST1 y STS que5
contienen el marcador KanMX.

Se utilizó p0161 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-AAT TGG
AGC TCC ACC GCG TCG TCG AGC GTC CCA AAA CCT TC-3 (SEC ID NO 164) y el cebador inverso 5-GCT TGA
TAT CGA ATT CGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC TG-3 (SEQ ID NO: 165). p0245 se digirió utilizando las enzimas
de restricción SacII y EcorRI. Los dos fragmentos obtenidos por PCR y digestión con enzimas de restricción se10
fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion, dando como resultado el plásmido p0245-pTDH3-Aro7-
pTEF1-Aro4 (p0280). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0262 (SEQ ID NO: 183) y se verificó la secuencia
del gen clonado.

Ejemplo 61. Construcción de plásmidos integrativos pSF126 y pSF127, para integraciones múltiples en regiones TY-
delta.15

pSF126 es un vector basado en URA3, pSF127 se basa en HIS3. Estos dos plásmidos fueron ensamblados
sintéticamente por Genscript.

Estos vectores no son replicativos en S. cerevisiae y pueden dirigirse específicamente a la inserción en regiones TY-
delta por digestión utilizando BglII o XhoI (ambos sitios de restricción están presentes en la secuencia consenso LTR
previamente identificada).20

Ejemplo 62. Construcción del vector de levadura p0140 para integración múltiple utilizando la secuencia consenso
Ty-delta, que porta el marcador HIS3 de Saccharomyces cerevisiae, pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1.

Se utilizó Rho0011 (Ejemplo 11) como molde para la amplificación por PCR (ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion®, Finnzymes) utilizando el cebador directo 5-CTA GTG GAT CCC CCG GGT TGG AGC GAC CTC ATG
CTA TAC C-3 (SEQ ID NO: 166) y el cebador inverso 5-GAA TTC CTG CAG CCC GGG CGA GCG TCC CAA AAC25
CTT CTC AAG-3 (SEQ ID NO: 167). pSF127 se linealizó mediante digestión utilizando endonucleasa SmaI. Los dos
fragmentos obtenidos se fusionaron utilizando el Sistema de Clonación InFusion (Clontech) dando como resultado
un vector de levadura adecuado para la integración múltiple en las regiones TY delta (Ejemplo 55), que porta el 
marcador HIS3 de Saccharomyces cerevisiae, pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1. Con el fin de permitir la linealización del
vector por BglII, permitiendo de ese modo integraciones múltiples en elementos TY-delta, el plásmido mencionado30
anteriormente fue, por un lado amplificado mediante PCR (ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion®, Finnzymes)
utilizando el cebador directo 5-GGC GAA GAA TTG TTA ATT AAG AGC TCT GAT CTT ATC G-3 (SEQ ID NO: 168)
y el cebador inverso 5-GGC GCA GCA AGT CGA CGG CGA G-3 (SEQ ID NO: 169); por otro lado, el mismo
plásmido fue digerido con las endonucleasas PacI y SalI. Los dos fragmentos, después de la purificación en gel de
agarosa, se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como resultado el plásmido p0140.35
p0140 fue verificado por secuenciación.

Ejemplo 63. Construcción del vector de levadura p0180 para integración múltiple utilizando la secuencia consenso
de Ty-delta, que portaba el marcador HIS5 de Schizosaccharomyces pombe etiquetado con tag2, pTDH3-4CL2 y
pTEF1-VST1.

Se utilizó p0140 como molde para la amplificación por PCR (Herculasa II) utilizando el cebador directo 5-CTA GTG40
GAT CCC CCG GGT TGG AGC GAC CTC ATG CTA TAC C-3 (SEQ ID NO: 166) y el cebador inverso 5-GAA TTC
CTG CAG CCC GGG CGA GCG TCC CAA AAC CTT CTC AAG-3 (SEQ ID NO: 167). p0179 se linealizó mediante
digestión utilizando la endonucleasa SmaI. Los dos fragmentos obtenidos se fusionaron utilizando la Tecnología de 
clonación InFusion que dio como resultado el plásmido p0180. p0180 fue verificado por secuenciación.

Ejemplo 64. Construcción del vector de levadura, p0204, para integración múltiple utilizando la secuencia consenso45
de Ty-delta, que porta el marcador auxótrofo URA3 de Saccharomyces cerevisiae, pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y
pCUP1-PAL2.

pSF126 fue digerido por las endonucleasas KpnI y SacII. Se utilizó p0202 como molde para amplificar por PCR
(Herculasa II) el casete de expresión pTEF1-C4H::CYB5::ATR2/pCUP1-PAL2 utilizando cebador directo 5-GGG AAC
AAA AGC TGG GTA CCC TGT GGA TAA CCG TAT TAC C-3 (SEQ ID NO: 170) y el cebador inverso 5-AAT TGG50
AGC TCC ACC GCG GGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC-3 (SEQ ID NO: 171). Los dos fragmentos, después de la
purificación en gel de agarosa, se fusionaron utilizando la Tecnología de clonación InFusion que dio como resultado
el plásmido p0204.

Ejemplo 65. Generación de la cepa FS09308 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-55
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe).
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Se transformó la cepa FS09258 de S. cerevisiae (Ejemplo 30) de forma concomitante, por un lado, con el plásmido
p0204 digerido por XhoI y, por otro lado, con el plásmido p0180 digerido con BglII. Los transformantes fueron
seleccionados en SC-ura-his. Se inocularon 43 clones en 48 placas de pocillos profundos que contenían medio
mínimo de Delft, 20 gL-1 de glucosa, con un suplemento de leucina y triptófano. Adicionalmente, el último medio se
complementó con CuSO4 (0,15 mM) o no. El transformante de mejor rendimiento, denominado "C3" en la Figura 15,5
se denominó más tarde cepa FS09308 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe)].

La producción de biomasa (DO600), ácido cumarico, ácido cinámico, pinosilvina, ácido florético y resveratrol de 7
clones diferentes que surgen de la transformación de S. cerevisiae FS09258 con los plásmidos linealizados p0204 y10
p0180 se presenta en la Figura 15. Se cultivaron los diferentes clones en medio de Delft (Ejemplo 33), 20 gL-1 de
glucosa, con un suplemento de leucina (60 mg.L-1), triptófano (20 mg.L-1) y sulfato de cobre (0,15 mM). La muestra
fue tomada después de 72 horas de cultivo.

Ejemplo 66. Generación de la cepa FS09322 Matalfa ura3-52 his3 leu2, trp1 pTPI-Acc1, ΔaRo10, p204 (pTEF-
C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag215
de S. pombe), Rho51 (TEF1-Snq2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, LEU2)

La cepa de levadura FS09313 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, ΔaRo10, p204 (pTEF-C4H::CYB5::ATR2
pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag2 de S. pombe),
Rho51 (TEF1-Snq2, TRP11)] se transformó con los sustratos lineales procedentes de dos reacciones de PCR
utilizando p0262 como plantilla y el cebador 5- GAG GAG AAC TTC TAG TAT ATT CTG TAT ACC-3 (SEQ ID NO: 20
172 ) y el cebador 5-GAG GAT ATA GGA ATC CAC AAA AGG G-3 (SEQ ID NO: 173) para la primera reacción de
PCR y el cebador 5-ATC TAT GAA TAA CAT ATA AAA CGA AAA GAG GAA TAA TC-3 (SEQ ID NO. 174) y el 
cebador 5-CTT ATT ACA TTA ATC ATC CTT GCA TTT CAG C-3 (SEQ ID NO: 175) para la segunda reacción de
PCR. Los transformantes se seleccionaron inoculados en un medio de Delft que contenía 20 g/l de glucosa. Se
escrutaron 24 colonias para aumentar la producción de resveratrol y se aisló el productor más alto.25

La cepa resultante se denominó FS09322 y tenía el genotipo [Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, ΔARo10,
p204 (pTEF-C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2) pTEF1-VST1, elemento
TY, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho51 (TEF1-Snq2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, LEU2)].
La integración de VST1 y STS se supervisó mediante PCR y se verificó.

A continuación se muestra una comparación entre la cepa FS09332 y la cepa FS09258-53-32-44-51:30

FS09258-53-32-44-51 (cepa anterior) FS09322 (cepa nueva)

Deleción de URA3 Deleción de URA3

Deleción de HIS3 Deleción de HIS3

Deleción de LEU2 Deleción de LEU2

Deleción de TRP1 Deleción de TRP1

Deleción de ARO 10 Deleción de ARO 10

Expresión en exceso de ACC1 Expresión en exceso de ACC1

-

-

Plásmido pESC-URA3(etiqueta 2)-TDH3-PAL2-
TEF1-C4H::CYB5::ATR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 
(Rho53)

Plásmido integrativo p0204 pSF126 (URA3) (pCUP1-PAL2, 
pTEF1-C4H::CYB5::ATR2, URA3- sin una secuencia etiqueta)

Plásmido pESC-HIS3-TDH3-PAL2-TEF1-
C4H::CYB5::ATR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 (Rho32)

Plásmido integrativo p0180 (pTEF1-VST, pTDH3-4CL2; 
Marcador: HIS5 de S. pombe anclado a Tag 2 de degradación 
de ubiquitina)
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FS09258-53-32-44-51 (cepa anterior) FS09322 (cepa nueva)

Plásmido pESC-LEU2-TDH3-PAL2-TEF1-
C4H::CYB5::AR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 (Rho44)

Plásmido integrativo p0262 (pTEF1-STS, pTDH3-VST1)

Transportador Plásmido Snq2 Trasportador Snq2 Plásmido rho0051

Marcador Antibiótico (Ampicilina) Marcador Antibiótico (Ampicilina)

FS09322 contiene cuatro plásmidos integrativos que contienen los genes de la ruta del resveratrol heterólogo de la
planta y los genes del transportador de resveratrol y porta una deleción en los genes Aro10, Ura3, His3, Leu2, Trp1 y
una expresión en exceso de los genes ACC1 y SNQ2.

Ejemplo 67. Generación de la cepa FS09324 Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, ΔARo10, p204 (pTEF-5
C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag2
de S. pombe), Rho51 (TEF1-Snq2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, Leu2), p0280 (pTDH3-
Aro7, pTEF1-Aro4, elemento TY, KanMX)

La cepa de levadura FS09322 se transformó con los sustratos lineales procedentes de dos reacciones de PCR
utilizando p0280 como molde y el cebador 5-GAG GAG AAC TTC TAG TAT ATT CTG TAT ACC-3 (SEQ ID NO: 10
172) y el cebador 5-GAG GAT ATA GGA ATC CAC AAA AGG G-3 (SEQ ID NO: 173) para la primera reacción de
PCR y el cebador 5-ATC TAT GAA TAA CAT ATA AAA CGA AAA GAG GAA TAA TC-3 (SEQ ID NO: 174) y el
cebador 5-CTT ATT ACTA TTA TCA ATC CTT GCA TTT CAG C-3 (SEQ ID NO: 175) para la segunda reacción de
PCR. Los transformantes se seleccionaron inoculados en un medio de Delft que contenía 20 g/l de glucosa. Se
escrutaron 24 colonias para aumentar la producción de resveratrol y se aisló el productor más alto.15

La cepa resultante se denominó FS09324 y tenía el genotipo [Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10,
deltaTRP1, p204 (pTEF-C4H: CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3- 4CL2 pTEF1-VST1,
elemento TY, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho51 (TEF1-Snq2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento
TY, Leu2), p0280 (pTDH3-Aro7, pTEF1-Aro4, elemento TY, KanMX)]. La integración de Aro7 y pTEF1-Aro4 se 
supervisó mediante PCR y se verificó.20

Ejemplo 68. Generación de la cepa FS09313 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1)

Se transformó la cepa FS09308 de S. cerevisiae con el plásmido Rho0051 digerido por HindIII para la integración
mediante cruce simple en la secuencia de ADN codificante de trp1. La cepa resultante se denominó FS0931325
[Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204 (pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2,
elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2
de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1)].

Ejemplo 69. Generación de la cepa FS09326 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-30
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1), Rho0039 (pTDH3-
ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2)

Se transformó la cepa FS09313 de S. cerevisiae con el plásmido Rho0039 (pTDH3-ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2). La
cepa resultante se denominó FS09326 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-35
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1), Rho0039 (pTDH3-
ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2)].

Ejemplo 70. Producción de resveratrol con la cepa FS09324 en comparación con FS09322 en el cultivo en placas de
pocillos profundos

Se construyeron las dos cepas FS09322 y FS09324 (Ejemplo 66 y 67) donde FS09324 en comparación con40
FS09322 tenía también Aro7 y Aro4 expresados en exceso. Las cepas se cultivaron en una placa de 24 pocillos
profundos con medio de Delft que contenía glucosa al 2% y CuSO4* H2O 0,15 mM. Las cepas se cultivaron durante
72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extracción y posterior análisis de HPLC
(Tabla 20).

Tabla 2045
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Cepa mg/l de resveratrol DO600 Rendimiento de biomasa Rendimiento de glucosa

FS09322 182 10,0 18,2 9,1

FS09324 291 9,0 32,2 14,6

De los resultados presentados en la Tabla 20, el rendimiento de resveratrol sobre la biomasa se incrementó en 77%,
el rendimiento de resveratrol sobre glucosa en 60% y el título de resveratrol en 60%.

Ejemplo 71. Medios y condiciones de fermentación para la caracterización de la cepa FS09322 y FS09326 en las 
fermentaciones de alimentación por lotes5

La fermentación por lotes de FS09322 y FS09326 se ha llevado a cabo como se describe en "Medios y condiciones
de fermentación" más arriba con los cambios que se describen a continuación.

En el cultivo de FS09322 y FS09326, se utilizaron perfiles de alimentación exponencial predefinidos (Tabla 21)
después de la fase de lotes, se ajustó la velocidad de alimentación en el transcurso de los cultivos para evitar el
metabolismo respiro-fermentativo. En el caso de la producción de etanol, las fases de alimentación exponencial10
pueden estar seguidas por fases con alimentación reducida y constante. En la Tabla 22, se enumeran los
parámetros sobre los que se cambiaron las fermentaciones de la fase por lotes a la alimentación exponencial,
utilizando diversos medios de alimentación como se describe en la Tabla 22.

Durante el curso de la fermentación de FS09322, se añadieron 0,9 ml de CuSO4 150 mM después de 8 h, 37 h y
48,5 h, respectivamente. Durante el curso de la fermentación de FS09326 se añadieron a la fermentación 1,6715
CuSO4 150 mM después de 43,25 h.

La fermentación utilizando la cepa FS09326 se llevó a cabo utilizando un recipiente de 5 litros con 1 L de volumen de
trabajo inicial.

Tabla 21 Parámetros utilizados para el cálculo de perfiles de alimentación exponenciales predefinidos en la fase de
alimentación por lotes utilizando FS09322 y FS09326. Se utilizaron tres medios de alimentación diferentes.20

FS09322 F40 F160 F620

Sf (g/L) 41,15 172,22 594,17

V0 (L) 0,30 0,57 0,71

Vmax (L) 5,00 5,00 5,00

X0 (g PS/L) 1,50 7,67 17,88

S0 (g/L) 0,00 0,00 0,00

Ysx (g PS/g) 0,35 0,35 0,35

Yxs (g/g PS) 2,86 2,86 2,86

µ0 (1/h) 0,10 0,10 0,10

FS09326 F40 F160 F620

Sf (g/L) 40,00 153,91 620,00

V0 (L) 1,00 1,00 1,16

Vmax (L) 5,00 5,00 5,00
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FS09322 F40 F160 F620

X0 (g PS/L) 2,00 1,50 9,30

S0 (g/L) 0,00 0,00 0,00

Ysx (g PS/g) 0,35 0,35 0,35

Yxs (g/g PS) 2,86 2,86 2,86

µ0 (1/h) 0,10 0,10 0,10

Tabla 22 Parámetros aproximados al inicio de la fase de alimentación exponencial, fase 1 de alimentación constante,
fase 2 de alimentación constante

Cepa Inicio de Tiempo (h)

FS09322 Exponencial 8

Fase de alimentación utilizando F40

Fase de alimentación exponencial utilizando F160 29,5

Fase de alimentación exponencial utilizando F620, µ = 0,095 1/h 42,5

Fase de alimentación exponencial utilizando F620, µ = 0,025 1/h 55

FS09326 Fase de alimentación exponencial utilizando F40 No utilizado

Fase de alimentación exponencial utilizando F160 9,5

Fase de alimentación exponencial utilizando F620, µ = 0,095 1/h 27

Fase de alimentación exponencial utilizando F620, µ = 0,025 1/h 49

Ejemplo 72. Fermentación de alimentación por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS093225

Se investigó el efecto de la integración de la ruta del resveratrol y los genes de transportadores en la fermentación
de alimentación por lotes controlada. Se utilizó FS09258-51-53-32B-44 como cepa de referencia y se comparó con
FS09326 que tiene parte de la ruta del resveratrol integrada en el genoma, y con FS09322 que tiene todos los genes
y transportadores de la ruta del resveratrol integrados en la ruta. Los resultados de las fermentaciones de 
alimentación por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS09322 llevadas a cabo se pueden ver en la Figura10
16.

Los mapas de plásmidos para los plásmidos mencionados anteriormente son los siguientes:

Plásmido Rho0021.

Características Rho0021

Nombre Tipo Región

ADH1 Terminador Complemento (2999..3163)

E11720810
09-04-2018ES 2 665 258 T3

 



45

Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador 4809..4998

pUC Origen de replicación 5185..5852

2 mu Origen de replicación 6994..8149

TEF1 Promotor Complemento (3371..3771)

TDH3 Promotor 4061..4715

LEU2 ORF Complemento (663..1757)

Origen F1 ORF Complemento (2597..2903)

bla ORF Complemento (6003..6860)

Etiqueta Flag ORF Complemento (3315..3338)

Etiqueta c-myc ORF 4747..4782

Plásmido Rho0039.

Características Rho0039

Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador 6853..6973

ADH1 Terminador Complemento (2999..3163)

2 um Origen de replicación 8812..9967

pUC Origen de replicación 7003..7670

F1 Origen de replicación Complemento (2597..2903)

TDH3 Promotor 5138..5792

TEF Promotor Complemento (4448..4848)

ARO7 ORF 5824..6594

ARO4 ORF Complemento (3314..4426)

Leu2 ORF Complemento (668..1757)

Bla ORF Complemento (7818..8678)

Plásmido Rho0098.5

Características Rho0098
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Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador 6076..6265

ADH1 Terminador Complemento (1961..2125)

pUC Origen de replicación 6452..7119

2 mu Origen de replicación 8261..9416

STS Origen de replicación 4862..6040

Origen F1 Origen de replicación 1555..1861

TEF1 Promotor 4449..4849

TDH3 Promotor Complemento (3505..4159)

HIS3 ORF 504..1163

Bla ORF Complemento (7267..8127)

VST1 ORF Complemento (2311..3492)

Plásmido p0160.

Nombre Tipo Región

ADH1 Terminador Complemento (1933..2097)

CYC1 Terminador 9581..9770

pUCori Origen de replicación 9913..10580

2 mu Origen de replicación 11722..12877

TDH3 Promotor Complemento (4413..5067)

TEF1 Promotor 5357..5758

F1 ORF Complemento (1531..1837)

URA3-tag2 ORF 417..1268

BLA ORF Complemento (10728..11600)

PAL2 ORF Complemento (2247..4400)

C4H ORF 5770..7320

ATR2 ORF 7636..9561

CYB5 ORF 7336..7626
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Plásmido p0161.

Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador 5761..5950

ADH1 Terminador

Complemento (1661..1813)

pUCori Origen de replicación 6092..6759

2 mu Origen de replicación 7901..9056

TEF1 Promotor 4137..4537

TDH3 Promotor Complemento (3193..3847)

HIS3 ORF 504..1163

Bla ORF Complemento (6907..7767)

VST1 ORF Complemento (1999..3180)

STS ORF 4550..5725

Plásmido p0246.

Características p02465

Nombre Tipo Región

HIS3 Terminador 19..225

pUC Origen de replicación 1235..1902

f1ori Origen de replicación 457..763

HIS3 Promotor unión (3677..>3678,<3679..3993)

bla Promotor Complemento (2911..3041)

Tag2 ORF 4645..4677

bla ORF Complemento (2050..2910)

HIS5 pombe ORF 3994..4644

loxP Estructura misc. 226..274

MCS Estructura misc. 971..1048
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Nombre Tipo Región

loxP Estructura misc. 3628..3676

Ty Estructura misc. 3295..3627

Plásmido p0249.

Funciones p0249

Nombre Tipo Región

HIS3 Terminador 1623..1824

pUCori Origen de replicación 2834..3501

flori Origen de replicación 2056..2362

pbla Promotor Complemento (4510..4640)

HIS3 Promotor 501..812

bla ORF Complemento (3649..4509)

KanMX ORF 813..1622

loxP Estructura misc. 1825..1873

MCS Estructura misc. 2570..2647

loxP Estructura misc. 452..500

Ty Estructura misc. 119..451

Plásmido p0262.5

Nombre Tipo Región

CYC1 Terminador Complemento (3544..3733)

LEU2 Terminador 2309..2784

ADH1 Terminador 7681..7845

f1 Origen de replicación 3016..3322

pUC Origen de replicación 8056..8723

TEF1 Promotor Complemento (4957..5357)

TDH3 Promotor 5647..6301

LEU2 Promotor 567..1213
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Nombre Tipo Región

bla Promotor Complemento (9732..9862)

LEU2 ORF 1214..2308

PvVST ORF Complemento (3766..4944)

VvVST ORF 6314..7492

bla ORF Complemento (8871..9731)

loxP Estructura misc. 2785..2833

Ty Estructura misc. 185..517

loxP Estructura misc. 518..566

Plásmido p0280.

Características p0280

Nombre Tipo Región

HIS3 Terminador 1..202

ADH1 Terminador 4615..4779

CYC1 Terminador Complemento (962..1151)

Origen f1 Origen de replicación 434..740

pUCori Origen de replicación 4990..5657

TDH3 Promotor Complemento (1986..2640)

TEF1 Promotor 2930..3330

bla Promotor Complemento (6666..6796)

HIS3 Promotor 7432..7743

Bla ORF Complemento (5805..6665)

KanMX ORF 7744..8553

Aro4 ORF 3352..4464

Aro7 ORF Complemento (1184..1954)

loxP Estructura misc. 203..251

MCS Estructura misc. 948..4803

E11720810
09-04-2018ES 2 665 258 T3

 



50

Nombre Tipo Región

loxP Estructura misc. 7383..7431

Ty Estructura misc. 7050..7382

Como se observa en la Figura 17, las cepas de S. cerevisiae de acuerdo con la invención son capaces de producir
por encima de 4.000 mg/l de resveratrol. Se pueden alcanzar niveles de más de 5.000 mg/l.

En esta memoria descriptiva, a menos que se indique expresamente lo contrario, la palabra 'o' se utiliza en el sentido
de un operador que devuelve un valor verdadero cuando se cumplen una o ambas de las condiciones establecidas,5
en oposición al operador 'exclusivo o' que requiere que solamente se cumple una de las condiciones. La palabra
"que comprende" se utiliza en el sentido de "que incluye" en lugar de significar "que consiste en". Ningún
reconocimiento de ningún documento previo publicado en este documento debe considerarse como una admisión o
representación de que la enseñanza del mismo fuera de conocimiento general común en Australia o en otro lugar en
la fecha de este documento.10
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<210> 1
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial
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25

<210> 2
<211> 35
<212> PRT
<213> artificial30

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinación

<400> 235

<210> 3
<211> 16
<212> PRT40
<213> artificial

<220>
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<213> artificial
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<223> Etiqueta de ubiquitinación
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<400> 8
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<212> PRT
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<220>30
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<210> 11
<211> 48
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinación
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<400> 11
gcttgtaaaa attggttttc ttctttgtct cattttgtta ttcatttg 48

<210> 12
<211> 4815
<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<220>
<223> Arabidopsis thaliana con codón optimizado

<400> 14
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<211> 1518
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> Arabidopsis thaliana con codón optimizado

<400> 15
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<210> 16
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<213> artificial15
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5
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<213> Vitis vinifera
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<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana10

<400> 19

ES 2 665 258 T3

 



63

<210> 20
<211> 405
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 20
gcgaattctt atgacgacac aagatgtgat agtcaatgat 4010

<210> 21
<211> 42
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana15

<400> 21
gcactagtat cctagttcat taatccattt gctagtcttg ct 42

ES 2 665 258 T3

 



64

<210> 22
<211> 39
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana5

<400> 22
ctcactaaag ggcggccgca tggaccaaat tgaagcaat 39

<210> 2310
<211> 35
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2315
taagagctca gatctttagc agattggaat aggtg 35

<210> 24
<211> 35
<212> ADN20
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 24
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

25
<210> 25
<211> 56
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

30
<400> 25
agtagatgga gtagatggag tagatggagt agatggacaa tttctgggtt tcatga 56

<210> 26
<211> 5435
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 26
ccatctactc catctactcc atctactcca tctactagga ggagcggttc gggc 5440

<210> 27
<211> 37
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana45

<400> 27
gctagccgcg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 2850
<211> 35
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 2855
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

<210> 29
<211> 37
<212> ADN60
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 29
gctagccgcg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

65
<210> 30

ES 2 665 258 T3

 



65

<211> 39
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 305
ctcactaaag ggcggccgca tggaccaaat tgaagcaat 39

<210> 31
<211> 35
<212> ADN10
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 31
taagagctca gatctttagc agattggaat aggtg 35

15
<210> 32
<211> 35
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

20
<400> 32
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

<210> 33
<211> 3725
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 33
acctagagca ccaccacaat ttctgggttt catgact 3730

<210> 34
<211> 36
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana35

<400> 34
ggtgctattc tagttggtag gaggagcggt tcgggc 36

<210> 3540
<211> 37
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 3545
gctagccgcg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 36
<211> 49
<212> ADN50
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36
ccagctcaat cagttccagc tctttcagtt cctaaagttt acagttacc 49

55
<210> 37
<211> 50
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

60
<400> 37
aactagaact gattgagcag ttggtgatgg tttactttgg ttttcagagg 50

<210> 38
<211> 3565
<212> ADN

ES 2 665 258 T3

 



66

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 38
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

5
<210> 39
<211> 37
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

10
<400> 39
gctagccgcg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 40
<211> 3315
<212> ADN
<213> Vitis vinifera

<400> 40
ccggatccat ggcatccgta gaggagttca gaa 3320

<210> 41
<211> 37
<212> ADN
<213> Vitis vinifera25

<400> 41
cgctcgagtc attagttagt gacagttgga acagagt 37

<210> 4230
<211> 31
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 4235
ttgaaaattc gaattcatgg ccccccaaga 31

<210> 43
<211> 40
<212> ADN40
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 43
gcgaagaatt gttaattaat taaagaccgt ttgctagttt 40

45
<210> 44
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

50
<220>
<223> cebador

<400> 44
atggcatccg tagaggagtt c 2155

<210> 45
<211> 37
<212> ADN
<213> Vitis vinifera60

<400> 45
cgctcgagtc attagttagt gacagttgga acagagt 37

<210> 4665
<211> 41

ES 2 665 258 T3

 



67

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 46
gcgagctcag tttatcatta tcaatactcg ccatttcaaa g 415

<210> 47
<211> 46
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae10

<400> 47
cgtctagaat ccgtcgaaac taagttctgg tgttttaaaa ctaaaa 46

<210> 4815
<211> 44
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 4820
gcgagctcat agcttcaaaa tgtttctact ccttttttac tctt 44

<210> 49
<211> 45
<212> ADN25
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 49
cgtctagaaa acttagatta gattgctatg ctttctttct aatga 45

30
<210> 50
<211> 50
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

35
<400> 50
ttgcgtattg ggcgctcttc cgagctcagt ttatcattat caatactcgc 50

<210> 51
<211> 3540
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 51
atggatcctc tagaatccgt cgaaactaag ttctg 3545

<210> 52
<211> 41
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae50

<400> 52
atgaattctc tagaaaactt agattagatt gctatgcttt c 41

<210> 5355
<211> 44
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5360
tgataatgat aaactgagct cggaagagcg cccaatacgc aaac 44

<210> 54
<211> 41
<212> ADN65
<213> Saccharomyces cerevisiae

ES 2 665 258 T3

 



68

<400> 54
atgaattctc tagaaaactt agattagatt gctatgcttt c 41

<210> 555
<211> 35
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5510
atggatcctc tagaatccgt cgaaactaag ttctg 35

<210> 56
<211> 1373
<212> ADN15
<213> artificial

<220>
<223> promotor constructor

20
<400> 56

<210> 5725
<211> 43
<212> ADN

ES 2 665 258 T3

 



69

<213> artificial

<220>
<223> cebador

5
<400> 57
gcgcggccgc tctagaaaac ttagattaga ttgctatgct ttc 43

<210> 58
<211> 3610
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 58
attcgtacgt ctagaatccg tcgaaactaa gttctg 36

<210> 5920
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 59
atgcgtaagg agaaaatacc gcatcagg 28

30
<210> 60
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

35
<220>
<223> cebador

<400> 60
ctctcagtac aatctgctct gatgccg 2740

<210> 61
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 6150
ctctcagtac aatctgctct gatgccg 27

<210> 62
<211> 45
<212> ADN55
<213> artificial

<220>
<223> cebador

60
<400> 62
cggtattttc tccttacgca tggaaagcgc gcctcgttca gaatg 45

<210> 63
<211> 2865
<212> ADN

ES 2 665 258 T3

 



70

<213> artificial

<220>
<223> cebador

5
<400> 63
tcgacggatc tatgcggtgt gaaatacc 28

<210> 64
<211> 2810
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 64
actctcagta caatctgctc tgatgccg 28

<210> 6520
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 65
agagcagatt gtactgagag tcatcagagc agattgtact gagagtgc 48

30
<210> 66
<211> 47
<212> ADN
<213> artificial

35
<220>
<223> cebador

<400> 66
cacaccgcat agatccgtcg aggattttgc cgatttcggc ctattgg 4740

<210> 67
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 6750
atgccgcata gttaagcca 19

<210> 68
<211> 40
<212> ADN55
<213> artificial

<220>
<223> cebador

60
<400> 68
tggcttaact atgcggcatg agcgacctca tgctatacct 40

<210> 69
<211> 4165
<212> ADN

ES 2 665 258 T3

 



71

<213> artificial

<220>
<223> cebador

5
<400> 69
tctcagtaca atctgctctg ctgtggataa ccgtattacc g 41

<210> 70
<211> 2310
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 70
cagagcagat tgtactgaga gtg 23

<210> 7120
<211> 50
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 71
agagcagatt gtactgagag taagatgcaa gagttcgaat ctcttagcaa 50

30
<210> 72
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

35
<220>
<223> cebador

<400> 72
cacaccgcat agatccgtcg atcgactacg tcgtaaggcc gtttct 4640

<210> 73
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 7350
aagatgcaag agttcgaatc tcttagcaac c 31

<210> 74
<211> 42
<212> ADN55
<213> artificial

<220>
<223> cebador

60
<400> 74
cagagcagat tgtactgaga ggagcgacct catgctatac ct 42

<210> 75
<211> 4265
<212> ADN

ES 2 665 258 T3

 



72

<213> artificial

<220>
<223> cebador

5
<400> 75
agattcgaac tcttgcatct tctgtggata accgtattac cg 42

<210> 76
<211> 5010
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 76
ctcattttgt tattcatttg taaaaaactg tattataagt aaatgcatgt 50

<210> 7720
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 77
tccttatatg tagctttcga cat 23

30
<210> 78
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

35
<220>
<223> cebador

<400> 78
atgtcgaaag ctacatataa ggaacgtg 2840

<210> 79
<211> 60
<212> ADN
<213> artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 7950
caaatgaata acaaaatgag acaaagaaga aaaccaattt ttacaagcgt tttgctggcc 60

<210> 80
<211> 4506
<212> ADN55
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 80

ES 2 665 258 T3
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ES 2 665 258 T3

 



74

ES 2 665 258 T3

 



75

<210> 81
<211> 49
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 81
tcgacggatt ctagaggatc catgagcaat atcaaaagca cgcaagata 49

10
<210> 82
<211> 59
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

15
<400> 82
atcttagcta gccgcggtac cttactgctt ctttttcctt atgtttttaa ttttattga 59

<210> 83
<211> 432020
<212> ADN
<213> artificial

ES 2 665 258 T3

 



76

<220>
<223> Botryis cinerea optimizada para expresión de Saccharomyces cerevisiae 

<400> 83

5

ES 2 665 258 T3

 



77

ES 2 665 258 T3

 



78

<210> 84
<211> 24
<212> PRT5
<213> Botrytis cinerea

<220>
<221> característica miscelánea
<222> (24) .. (24)10
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido natural

<400> 84

15
<210> 85
<211> 24
<212> PRT
<213> desconocido

20
<220>
<223> encontrado en búsqueda uniprot

<400> 85

25

<210> 86
<211> 24
<212> PRT
<213> desconocido30

<400> 86

ES 2 665 258 T3

 



79

<210> 87
<211> 24
<212> PRT5
<213> Desconocido

<220>
<223> Encontrado en búsqueda uniprot

10
<400> 87

<210> 88
<211> 2415
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Encontrado en búsqueda uniprot20

<400> 88

<210> 8925
<211> 47
<212> ADN
<213> Botrytis cinerea

<400> 8930
tcgacggatt ctagaggatc catggcagca atagagccag aaggttt 47

<210> 90
<211> 52
<212> ADN35
<213> Botrytis cinerea

<400> 90
atcttagcta gccgcggtac ctcattcagc accttttgtt ttctttgttc tc 52

40
<210> 91
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

45
<220>
<223> cebador

<400> 91
ggtaccgcgg ctagctaaga tccg 2450

<210> 92

ES 2 665 258 T3

 



80

<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>5
<223> cebador

<400> 92
ggatcctcta gaatccgtcg aaactaagtt 30

10
<210> 93
<211> 25
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

15
<400> 93
cttgacgttc gttcgactga tgagc 25

<210> 94
<211> 2620
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 94
ctggaattcg atgatgtagt ttctgg 2625

<210> 95
<211> 42
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae30

<400> 95
ctacatcatc gaattccagc tacgtatggt catttcttct tc 42

<210> 9635
<211> 49
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 9640
tttttgatta aaattaaaaa aactttttag tttatgtatg tgttttttg 49

<210> 97
<211> 50
<212> ADN45
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 97
agttttttta attttaatca aaaaatgagc gaagaaagct tattcgagtc 50

50
<210> 98
<211> 25
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

55
<400> 98
cacctaaaga cctcatggcg ttacc 25

<210> 99
<211> 2460
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 99
cggtctgcat tggatggtgg taac 2465

ES 2 665 258 T3

 



81

<210> 100
<211> 25
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

5
<400> 100
gagcaatgaa cccaataacg aaatc 25

<210> 101
<211> 4410
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 101
caccatccaa tgcagaccgt tttagtttat gtatgtgttt tttg 4415

<210> 102
<211> 27
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae20

<400> 102
tgttctgctc tcttcaattt tcctttc 27

<210> 10325
<211> 43
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 10330
ctggaattcg atgatgtagt ttctaatttt ctgcgctgtt tcg 43

<210> 104
<211> 22
<212> ADN35
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 104
ccaacaatga tgatatctga tc 22

40
<210> 105
<211> 40
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

45
<400> 105
ccgctgctag gcgcgccgtg ggcgcaatta taaaacactg 40

<210> 106
<211> 4050
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 106
ccgctgctag gcgcgccgtg ggcgcaatta taaaacactg 4055

<210> 107
<211> 38
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis60

<400> 107
gtcagcggcc gcatccctgc tacgctgcag gtcgacaa 38

<210> 10865
<211> 21

ES 2 665 258 T3

 



82

<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 108
atacatttgc cttttgaaaa c 215

<210> 109
<211> 22
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae10

<400> 109
gccgtcatat attactttga gc 22

<210> 11015
<211> 40
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 11020
gcagggatgc ggccgctgac acagaagtcg cgtcaacttg 40

<210> 111
<211> 25
<212> ADN25
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 111
cagaggtcgc ctgacgcata tacct 25

30
<210> 112
<211> 49
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

35
<400> 112
ccgctgctag gcgcgccgtg ctccagattt gccaaagaat aaggtcaac 49

<210> 113
<211> 4240
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 113
gtcagcggcc gcatccctgc ttcggcttca tggcaattcc cg 4245

<210> 114
<211> 44
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis50

<400> 114
cacggcgcgc ctagcagcgg taacgccagg gttttcccag tcac 44

<210> 11555
<211> 38
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 11560
gtcagcggcc gcatccctgc tacgctgcag gtcgacaa 38

<210> 116
<211> 23
<212> ADN65
<213> Kluyveromyces lactis

ES 2 665 258 T3
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<400> 116
cacactacac agattatacc atg 23

<210> 1175
<211> 22
<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 11710
ttctctaacg acgacgaaat cg 22

<210> 118
<211> 42
<212> ADN15
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 118
cacggcgcgc ctagcagcgg aggccactag tggatctgat at 42

20
<210> 119
<211> 27
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

25
<400> 119
gaagaggagt agggaatatt actggct 27

<210> 120
<211> 4730
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 120
gcagggatgc ggccgctgac actccaagct gcctttgtgt gcttaat 4735

<210> 121
<211> 48
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae40

<400> 121
ccgctgctag gcgcgccgtg caagagttcc tcggtttgcc agttatta 48

<210> 12245
<211> 32
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 12250
cctgcgatgt atattttcct gtacaatcaa tc 32

<210> 123
<211> 23
<212> ADN55
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 123
ctgggagcag atgacgagtt ggt 23

60
<210> 124
<211> 1191
<212> ADN
<213> Mucor rouxii

65
<400> 124

ES 2 665 258 T3

 



84

<210> 125
<211> 13715
<212> ADN
<213> Ostreococcus tauri

<400> 125

ES 2 665 258 T3

 



85

<210> 126
<211> 9575
<212> ADN
<213> Mortiella alpine

<400> 126

ES 2 665 258 T3

 



86

<210> 127
<211> 1542
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Paramecium tetraurelia con codón optimizado para Saccharomyces cerevisiae

10
<400> 127

ES 2 665 258 T3

 



87

<210> 128
<211> 38
<212> ADN5
<213> Mucor Rouxii

<400> 128
tagaactaaa gggcggccgc atggcaacca agagaaac 38

10
<210> 129
<211> 42
<212> ADN
<213> Mucor rouxii

15
<400> 129
ttaattaaga gctcagatct ttagttctta aagaagacaa ca 42

<210> 130
<211> 4120

ES 2 665 258 T3

 



88

<212> ADN
<213> Ostreococcus tauri

<400> 130
tatagggccc gggcgtcgac atgtgtgttg aaacagaaaa t 415

<210> 131
<211> 41
<212> ADN
<213> Ostreococcus tauri10

<400> 131
cggtaccaag cttactcgag ttatgctgtt ttaccagaat g 41

<210> 13215
<211> 41
<212> ADN
<213> Mortellia alpine

<400> 13220
tagaactaaa gggcggccgc atggaatcta ttgctcaatt c 41

<210> 133
<211> 42
<212> ADN25
<213> mortiella alpine

<400> 133
ttaattaaga gctcagatct ttattgtaac tttctagcct tt 42

30
<210> 134
<211> 40
<212> ADN
<213> Paramecium tetraurelia

35
<400> 134
tatagggccc gggcgtcgac atggaaggta tcatcactca 40

<210> 135
<211> 4240
<212> ADN
<213> Paramecium tetraurelia

<400> 135
cggtaccaag cttactcgag ttattccatt ttagcaaaac ca 4245

<210> 136
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial50

<220>
<223> cebador

<400> 13655
tggcttaact atgcggcatg agcgacctca tgctatacct 40

<210> 137
<211> 41
<212> ADN60
<213> artificial

<220>
<223> cebador

65
<400> 137

ES 2 665 258 T3

 



89

tctcagtaca atctgctctg ctgtggataa ccgtattacc g 41

<210> 138
<211> 1113
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 138

10
<210> 139
<211> 771
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

15
<400> 139

ES 2 665 258 T3

 



90

<210> 140
<211> 1179
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Vitis pseudoreticulata con codón optimizado para Saccharomyces cerevisiae

10
<400> 140

ES 2 665 258 T3

 



91

<210> 141
<211> 37
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> cebador

10
<400> 141
ggcccgggcg tcgacatggc ttctgttgaa gaaatta 37

<210> 142
<211> 3715
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador20

<400> 142
ccaagcttac tcgagtcatt aattagaatc agtacca 37

<210> 14325
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>30
<223> cebador

<400> 143
ctaaagggcg gccgcatggc atccgtagag gag 33

35
<210> 144
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

40
<220>
<223> cebador

<400> 144
tccatcgata ctagttcatt agttagtgac agttg 3545

<210> 145
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial50

ES 2 665 258 T3

 



92

<220>
<223> cebador

<400> 145
ctctacggat gccatgaatt ctctagaatc cgtcgaaact aagttctg 485

<210> 146
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial10

<220>
<223> cebador

<400> 14615
ttcaacagaa gccatggatc ctctagaaaa cttagattag attgctatg 49

<210> 147
<211> 40
<212> ADN20
<213> artificial

<220>
<223> cebador

25
<400> 147
gcaatggatc agttacgtta tatcttcgag cgtcccaaaa 40

<210> 148
<211> 3930
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador35

<400> 148
ataacgtaac tgatccattg cttcctcgct cactgactc 39

<210> 14940
<211> 33
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 14945
tttcaaagaa tacgtttacc gacatttggg cgc 33

<210> 150
<211> 37
<212> ADN50
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 150
ttcaatttgg tccatacagt ttgtttttct taatatc 37

55
<210> 151
<211> 34
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

60
<400> 151
actaaagggc ggccgatgtc agagtctcca atgt 34

<210> 152
<211> 3765
<212> ADN
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<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 152
taagagctca gatctctact tcttatttac ctctctt 37

5
<210> 153
<211> 36
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

10
<400> 153
ggcccgggcg tcgacatgga ttttacaaag ccagaa 36

<210> 154
<211> 3615
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 154
ccaagcttac tcgagtcatt cttccaatct tctcaa 3620

<210> 155
<211> 38
<212> ADN
<213> Schizosaccharomyces pombe25

<400> 155
caagataaac gaaggcaaag atgggtagga gggctttt 38

<210> 15630
<211> 52
<212> ADN
<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 15635
atgagacaaa gaagaaaacc aatttttaca agccaacact cccttcgtgc tt 52

<210> 157
<211> 55
<212> ADN40
<213> artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 157
tcttctttgt ctcattttgt tattcatttg tagtgacacc gattatttaa agctg 55

<210> 158
<211> 2050
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador55

<400> 158
ctttgccttc gtttatcttg 20

<210> 15960
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>65
<223> cebador
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<400> 159
gcaatggcgg ccgcttacgt tatcttcctc gctcactgac t 41

<210> 1605
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 160
ataacgtaag cggccgccat tgcattggag acttgaccaa acct 44

15
<210> 161
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

20
<220>
<223> cebador

<400> 161
tgacaccgat tatttaaagc tgc 2325

<210> 162
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 16235
caagataaac gaaggatggg taaggaaaag actcac 36

<210> 163
<211> 45
<212> ADN40
<213> artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 163
gcagctttaa ataatcggtt agaaaaactc atcgagcatc aaatg 45

<210> 164
<211> 4150
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador55

<400> 164
aattggagct ccaccgcggc ttcgagcgtc ccaaaacctt c 41

<210> 16560
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>65
<223> cebador
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<400> 165
gcttgatatc gaattcgagc gacctcatgc tatacctg 38

<210> 1665
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 166
ctagtggatc ccccgggttg gagcgacctc atgctatacc 40

15
<210> 167
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

20
<220>
<223> cebador

<400> 167
gaattcctgc agcccgggcg agcgtcccaa aaccttctca ag 4225

<210> 168
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 16835
ggcgaagaat tgttaattaa gagctctgat cttatcg 37

<210> 169
<211> 22
<212> ADN40
<213> artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 169
ggcgcagcaa gtcgacggcg ag 22

<210> 170
<211> 4050
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador55

<400> 170
gggaacaaaa gctgggtacc ctgtggataa ccgtattacc 40

<210> 17160
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>65
<223> cebador
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<400> 171
aattggagct ccaccgcggg agcgacctca tgctatacc 39

<210> 1725
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 172
gaggagaact tctagtatat tctgtatacc 30

15
<210> 173
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

20
<220>
<223> cebador

<400> 173
gaggatatag gaatccacaa aaggg 2525

<210> 174
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 17435
atctatgaat aacatataaa acgaaaagag gaataatc 38

<210> 175
<211> 31
<212> ADN40
<213> artificial

<220>
<223> cebador

45
<400> 175
cttattacat tatcaatcct tgcatttcag c 31

<210> 176
<211> 840250
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> plásmido55

<400> 176
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<210> 177
<211> 10220
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> vector

10
<400> 177
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<210> 178
<211> 9668
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> vector

10
<400> 178
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<210> 179
<211> 13130
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> vector

10
<400> 179
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<210> 180
<211> 9308
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido

10
<400> 180
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<210> 181
<211> 4677
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido

10
<400> 181
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<210> 182
<211> 4775
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido

10
<400> 182
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<210> 183
<211> 9931
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido

10
<400> 183
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<210> 184
<211> 8553
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido

10
<400> 184
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<210> 185
<211> 333
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia delta TY 

10
<400> 185

<210> 186
<211> 415
<212> PRT
<213> Botrytis cinerea

<400> 186

20

<210> 187
<211> 4
<212> PRT
<213> Desconocido25

<220>
<223> Transportador ABC

<400> 18730

<210> 188
<211> 4
<212> PRT35
<213> Desconocido

<400> 188

40
<210> 189
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<211> 10
<212> PRT
<213> Botrytis cinerea

<400> 1895

<210> 190
<211> 10
<212> PRT10
<213> Desconocido

<220>
<223> Transportador ABC

15
<400> 190

<210> 191
<211> 1020
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> Transportador ABC25

<400> 191

<210> 19230
<211> 10
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>35
<223> Transportador ABC

<400> 192

40
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante que produce y excreta al medio de cultivo un estilbenoide como producto
metabolito cuando se cultiva en condiciones de producción de estilbenoide, cuyo microorganismo tiene genes que
codifican enzimas que constituyen una ruta metabólica para la producción de dicho estilbenoide y un transportador
ABC que transporta dicho estilbenoide fuera de dicho microorganismo a dicho medio de cultivo, en donde dicho5
transportador es exógeno a dicho microorganismo o dicho gen que codifica dicho transportador es endógeno y está
presente en un número de copias mayor que en el microorganismo nativo y/o está bajo el control de un promotor
más fuerte de modo que dicho gen endógeno se exprese a un nivel más alto que el nivel de expresión nativo,

en donde dicho microorganismo tiene genes que codifican las enzimas:

- fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o10

- fenilalanina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa.

2. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicación 1, en donde dicho transportador ABC es el producto de
expresión del gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae o es el producto de expresión del gen BcatrB de Botrytis15
cinerea.

3. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el estilbenoide
producido es resveratrol.

4. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una
Saccharomyces cerevisiae recombinante.20

5. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde un gen que
expresa dicho transportador está bajo el control de un promotor que proporciona expresión constitutiva o es
endógeno y está presente en un número de copias superior al del microorganismo nativo.

6. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los genes Aro4
y/o Aro7 se expresan en exceso.25

7. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gen ACC1 se 
expresa en exceso.

8. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el genoma del
microorganismo produce un fenotipo auxótrofo cuyo fenotipo auxótrofo es compensado por al menos un producto de
expresión de un plásmido de múltiples copias autorreplicante o plásmido integrativo presente en dicho30
microorganismo, cuyo plásmido también expresa una o más enzimas que participan en una ruta metabólica que
produce dicho estilbenoide, y en donde al menos uno de dichos productos de expresión del plásmido está
genéticamente modificado para incluir una secuencia de etiqueta de ubiquitinación.

9. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicación 8, en donde dicha secuencia de etiqueta de
ubiquitinación es una prolongación C-terminal de dicho producto de expresión que tiene una de las siguientes35
secuencias:

10. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicación 8 o la reivindicación 9, en donde dicho producto de
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expresión que porta la secuencia de etiqueta de ubiquitinación es el producto de expresión del gen. ura3, his3, trp1,
leu2, lys2, o met15.

11. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la expresión en 
el microorganismo de una enzima que participa en el catabolismo de la fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce
en comparación con su nivel de expresión nativo.5

12. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicación 11, en donde dicha enzima es una fenilpiruvato
descarboxilasa.

13. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicación 11 o 12, en donde un gen que expresa dicha enzima
se elimina o se desactiva funcionalmente.

14. Un microorganismo como se reivindica en las reivindicaciones 11 a 13, en donde dicha enzima es Aro10.10

15. Una biomasa seca de un microorganismo recombinante como se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13.

16. Un alimento para animales que comprende un microorganismo recombinante como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, o una biomasa seca como se reivindica en la reivindicación 14.

15

ES 2 665 258 T3

 



143

ES 2 665 258 T3

 



144

ES 2 665 258 T3

 



145

ES 2 665 258 T3

 



146

ES 2 665 258 T3

 



147

ES 2 665 258 T3

 



148

ES 2 665 258 T3

 



149

ES 2 665 258 T3

 



150

ES 2 665 258 T3

 



151

ES 2 665 258 T3

 



152

ES 2 665 258 T3

 



153

ES 2 665 258 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

