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2

DESCRIPCIÓN

Cartucho de expresión para la trasformación de una célula eucariótica, método para transformar una célula
eucariótica, organismo genéticamente modificado, y procedimiento para la producción de biocombustibles y/o
compuestos bioquímicos y biocombustibles producidos de ese modo5

Campo de la invención

La presente invención se refiere a biocombustibles, compuestos bioquímicos y a procedimientos para obtenerlos.
Más específicamente, la presente invención proporciona soluciones técnicas para producir combustibles de segunda10
generación basados en la conversión de biomasa vegetal, preferiblemente a partir de polímeros de la pared celular
vegetal. Entre otros objetos, la presente tecnología describe un casete de expresión para transformar células
eucarióticas y microorganismos genéticamente modificados, con un rendimiento fermentativo eficaz en la conversión
de azúcares presentes en la biomasa vegetal en compuestos bioquímicos y/o biocombustibles. El microorganismo
de la presente invención pasó por el procedimiento de mejora por medio de ingeniería evolutiva con el fin de15
aumentar su consumo de xilosa, favoreciendo así su rendimiento a escala industrial. También se describe un
procedimiento para obtener biocombustibles y/o compuestos bioquímicos y los productos así obtenidos.

Antecedentes de la invención
20

La necesidad de reemplazar la matriz mundial de combustibles basados en fuentes fósiles por alternativas
renovables hizo que la producción de combustibles de segunda generación, por ejemplo, el etanol, sea una de las
tecnologías más prometedoras en fase de desarrollo. Este procedimiento consiste en la conversión de polímeros
que forman la biomasa vegetal, principalmente aquellos presentes en la pared celular tales como la celulosa, la
hemicelulosa y la lignina, en biocombustibles y/o compuestos bioquímicos.25

La biomasa vegetal es una mezcla compleja de compuestos químicamente distintos que se pueden fraccionar
generando componentes con aplicaciones específicas. Por lo tanto, de la misma manera que una refinería
petroquímica produce una gran variedad de productos derivados del petróleo bruto, se pueden aplicar los mismos
principios a las biorrefinerías, es decir, a las refinerías basadas en biomasa (Santos, L. V.; Pereira, G. A. G.30
Petroquímica verde - Anais do Simpósio Microrganismos em Agroenergia: da Prospecção aos Bioprocessos. Editora
Embrapa. ISSN 2177-4439, 2013).

Aunque el uso de biomasa vegetal como fuente de azúcares fermentables es una alternativa prometedora y
sostenible, deben superarse algunos desafíos, tales como la disponibilidad de azúcar de la pared celular vegetal.35
Este procedimiento se puede realizar a través de la acción de enzimas hidrolíticas (celulasas y hemicelulasas), que
proporcionan los monómeros de azúcares (hexosas y pentosas) que son metabolizados posteriormente por
microorganismos para generar compuestos bioquímicos y biocombustibles.

Sin embargo, los microorganismos naturalmente capaces de consumir azúcares presentes en las cadenas de40
celulosa y hemicelulosa, generalmente, no se pueden utilizar de manera eficaz a escala industrial. Por lo tanto, es
necesario desarrollar microorganismos con capacidad para utilizar eficazmente estos azúcares de la pared celular
vegetal a escala industrial, como se describe en la presente invención.

Se describe ampliamente el uso de microorganismos como plataformas eficaces en la conversión de azúcar de45
biomasa en productos de alto valor añadido. En este sentido, la levadura Saccharomyces cerevisiae ha recibido un
papel destacado debido a su robustez y tolerancia en condiciones de fermentación industrial. La facilidad de
manipulación genética de este organismo y el uso de herramientas de ingeniería metabólica, en sinergia con la
biología de sistemas y la biología sintética, ha permitido la inclusión de nuevas rutas metabólicas para producir
combustibles y productos químicos tales como el etanol, el biobutanol, el biodiésel, el 1,2-propanodiol, el ácido50
succínico, el ácido pirúvico, entre otros [Cellular and Molecular Life Sciences, 69(16):2671-90, 2012].

Las líneas salvajes de S. cerevisae no son naturalmente capaces de fermentar las pentosas, tales como, por
ejemplo, la xilosa, presente en la biomasa. Sin embargo, varios estudios ya han realizado procedimientos de
ingeniería metabólica en S. cerevisiae a través de la introducción en estos organismos de rutas metabólicas para el55
consumo de xilosa, centrándose en dos rutas principales: la ruta de la Xilosa Reductasa - Xilitol Deshidrogenasa
(XR-XDH) y la ruta de la Xilosa Isomerasa (XI).

Entre los estudios realizados, la introducción del gen que codifica la enzima xilosa isomerasa (XI) permite que la
cepa presente un mayor rendimiento en la producción de alcohol y/o ácidos que cuando se modifica con otro gen,60
como por ejemplo, la codificación de genes de xilosa reductasa o xilitol deshidrogenasa, ya que hay menos
acumulación de subproductos no deseables, tales como xilitol y glicerol [2004, FEMS Yeast Res. 4:655-664].

La ruta XR-XDH, presente en microorganismos eucariotas, consiste en dos reacciones rédox, donde la xilosa se
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reduce a xilitol por la acción de la enzima xilosa reductasa (XR), en una reacción mediada por NADPH/NADH y
después, el xilitol se oxida a xilulosa a través de la enzima xilitol deshidrogenasa (XDH), mediada exclusivamente
por NAD+. El cofactor NADPH se regenera principalmente en la fase oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato,
produciendo CO2. Además, el NAD+ se regenera principalmente en la cadena respiratoria, con el O2 como aceptor
final de electrones. A concentraciones limitadas de oxígeno, la reoxidación completa del NAD+ no se produce, lo que5
da como resultado un desequilibrio rédox y la acumulación de xilitol, que afecta directamente al rendimiento final de
etanol [Biochemical Engineering Journal, Amsterdam, v.12, n.1, pág. 49-59, 2002]. Además del xilitol, otro
subproducto formado es el glicerol, debido a la reoxidación del exceso de NADH a través de XDH [FEMS Yeast
Research, Delft, v.4, n.6, pág. 655-664, 2004].

10
La ruta de la xilosa isomerasa (XI), más común en los procariotas, ocurre en una sola etapa, evitando el
desequilibrio rédox y la formación de subproductos que disminuyen el rendimiento del etanol. Durante varias
décadas, los intentos de expresión heteróloga de la bacteria XI en S. cerevisiae no tuvieron éxito [Enzyme and
Microbial Technology, Amsterdam, v.32, n.2, pág. 252-259, 2003]. En 2003, la expresión funcional en S. cerevisiae
de una xilosa isomerasa del hongo anaerobio Piromyces sp. [FEMS Yeast Research, Delft, v.4, n.1, pág. 69-78,15
2003] y en 2009 del hongo Orpinomyces sp. [Applied Microbiology and Biotechnology, Heidelberg, v.82, n.6, pág.
1067-1078, 2009], dio como resultado mutantes capaces de crecer en xilosa como única fuente de carbono, con
altas actividades de estas enzimas, mayor rendimiento en la producción de etanol, menor producción y acumulación
de metabolitos intermedios y menos represión catabólica en el medio que contiene glucosa y xilosa [FEMS Yeast
Research, Delft, v.4, n.6, pág. 655-664, 2004; FEMS Yeast Research, Delft, v.5, n.4, pág. 399-409, 2005a; FEMS20
Yeast Research, Delft, v.5, n.10, pág. 925-934, 2005b]. La ruta XR-XDH tiene una productividad inicial más alta para
producir etanol más rápidamente, solo con la inserción de los genes responsables de la conversión de xilosa, sin
embargo, la ruta XI tiene un mayor rendimiento para no acumular subproductos [Microbial Cell Factories, Londres,
v.6, n.5, pág. 1-10, 2007].

25
Muchos documentos, como, por ejemplo, WO2006/009434, WO2011/153516, US8399215, EP2679686 y
WO2014018552 describen microorganismos capaces de utilizar pentosas, más específicamente xilosa, como fuente
de carbono. Para poder consumir xilosa, es necesario que el microorganismo se modifique genéticamente al menos
con la adición del gen que codifica la xilosa isomerasa. Como estrategia para mejorar la productividad de la
levadura, los genes que codifican la Xiluloquinasa y los genes de la ruta de las pentosas fosfato se pueden expresar30
en exceso: Transcetolasa, ribosa 5-fosfato isomerasa, ribosa 5-fosfato epimerasa y Transaldolasa. Además, se 
puede llevar a cabo la inactivación del gen que codifica una aldosa reductasa (GRE3), con el objetivo de una menor
acumulación de xilitol y un mayor rendimiento de etanol.

El documento WO2009/109633 describe una célula que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una35
xilosa isomerasa en donde la secuencia de nucleótidos es heteróloga para el anfitrión. Se puede utilizar una célula
en un procedimiento para producir un producto de fermentación, tal como el etanol. Tal procedimiento puede
comprender la fermentación de un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula de la invención de tal
manera que la célula fermenta xilosa al producto de fermentación. Por otro lado, documento WO2009/109633 no
describe un casete de expresión o el microorganismo modificado genéticamente como se describe en la presente40
invención.

El documento WO99/54477 describe unos vectores de expresión modificados genéticamente y células
recombinantes que comprenden esos vectores, o porciones de esos vectores. Los vectores comprenden una forma
mutante de un gen que codifica una enzima aldosa reductasa (AR) en la que solo una parte del gen está presente en45
el vector. La secuencia de la aldosa reductasa mutada sirve como un sitio para el cruce homólogo de secuencias
codificadas por vectores y un genoma de la célula anfitriona. Las células recombinantes elaboradas utilizando el
vector carecen de un gen de aldosa reductasa y son capaces de fermentar productos hidrolizados de lignocelulosa
en etanol en grandes cantidades. El documento también proporciona vectores y células recombinantes con múltiples
copias de genes que codifican enzimas involucradas en la conversión de lignocelulosa o productos hidrolizados de50
lignocelulosa a etanol. El documento también proporciona métodos para elaborar células recombinantes y métodos
para producir etanol eficazmente a partir de composiciones que contienen lignocelulosa. Por otro lado, documento
WO99/54477 no describe un casete de expresión o el microorganismo modificado genéticamente como se describe
en la presente invención.

55
Por lo tanto, la literatura muestra que es necesaria una mayor expresión de los genes descritos anteriormente que
favorecen la conversión de xilosa en etanol para que el consumo de este azúcar sea eficaz. Por lo tanto, los
microorganismos descritos en la técnica anterior, que fueron modificados genéticamente para el consumo de xilosa,
pueden tener (pero no necesariamente) las modificaciones genéticas descritas anteriormente. Lo que básicamente
diferencia la eficacia y la productividad en la conversión anaeróbica de xilosa en biocombustibles y/o compuestos 60
bioquímicos presentados por cada uno de estos es la forma y la ubicación en la que estos genes se incorporan al
genoma del microorganismo, considerando la mejor combinación posible entre estos genes y los respectivos
promotores por los que están regulados, así como la elección apropiada por la secuencia de nucleótidos que
codifican la xilosa isomerasa, siendo este el gen principal que, cuando se expresa, permite el consumo de xilosa
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para cada microorganismo modificado, además de la adaptación del microorganismo a través de la evolución. Por lo
tanto, la presente invención muestra ventajosamente un mejor rendimiento y productividad que los microorganismos
descritos previamente en la técnica anterior.

La presente invención describe, entre otros objetos, un microorganismo modificado genéticamente para la inclusión5
de genes de la ruta de la pentosa fosfato, así como los de la Xiluloquinasa, y la inactivación del gen de la aldosa
reductasa, como se describe en los documentos WO2006/009434, WO2011/153516, US8399215, EP2679686 y
WO2014018552. El microorganismo modificado genéticamente de la presente invención difiere ventajosamente del
anterior por el hecho de que los genes se han combinado de manera más eficaz con sus promotores, así como se
han insertado en ubicaciones más convenientes en el genoma del microorganismo, en comparación con los10
documentos mencionados anteriormente. Además, los codones del gen que codifica la xilosa isomerasa insertado 
en la presente memoria han sido optimizados, por los autores de la presente invención, preferiblemente para los 
microorganismos en los que se insertó por primera vez, en este caso, el microorganismo de la especie 
Saccharomyces cerevisiae. En el presente documento, los genes se insertan en el microorganismo a través de la
recombinación homóloga, y interactuando a continuación con su genoma.15

Específicamente, con respecto a la producción de etanol, la obtención de algunas líneas capaces de actuar a escala
industrial fue satisfactoria. Sin embargo, tales cepas aún son susceptibles de que su rendimiento fermentativo se vea
comprometido o incluso reemplazado por líneas salvajes cuando se someten a las condiciones estresantes del
procedimiento brasileño de producción de etanol.20

En el procedimiento de fermentación brasileño para la producción de etanol, es habitual que las plantas vuelvan a
utilizar las células de levadura empleadas en la fermentación, un procedimiento conocido como reciclaje. En este
procedimiento, se puede reutilizar hasta 90% de las levaduras de una fermentación a otra, lo que da como resultado
densidades celulares muy altas dentro del fermentador y hace que el tiempo de fermentación sea muy corto [FEMS 25
yeast research, 8 (7): 1155-63, 2008].

En algunas plantas industriales, el reciclaje puede ocurrir durante todo el período de cosecha, que dura hasta nueve
meses. Por lo tanto, el período prolongado de reciclaje añadido a la entrada continua de contaminantes microbianos
en el sistema, hace que el ambiente de fermentación sea altamente competitivo, imponiendo graves tensiones30
bióticas y abióticas en las cepas de levadura utilizadas en el procedimiento [International Sugar Journal, Londres,
v.112, pág. 86-89, 2010]. Este entorno competitivo da como resultado el reemplazo de levaduras que iniciaron el
procedimiento de fermentación por levaduras salvajes. Este hecho ocurre porque las levaduras salvajes existen
naturalmente en la caña de azúcar y, por lo tanto, se insertan junto con ella en el procedimiento de fermentación, lo
que termina contaminando todo el procedimiento industrial [FEMS yeast research, 8(7):1155-63, 2008].35

Adicionalmente, algunos estudios demostraron que las levaduras que comenzaron el procedimiento de fermentación
y terminaron siendo reemplazadas por las salvajes, tampoco pueden sobrevivir a situaciones estresantes del
procedimiento industrial de fermentación, tal como una alta concentración de etanol, alta temperatura, estrés
osmótico debido a sales y azúcares, acidez, sulfitos y contaminación bacteriana [FEMS yeast research, 8(7): 1155-40
63, 2008]. Por lo tanto, la obtención de una línea con capacidad eficaz de resistencia al procedimiento industrial
agresivo de fermentación, así como susceptible de modificaciones genéticas para adquirir características de interés,
tales como el consumo de pentosas, más específicamente xilosa, no es un procedimiento trivial.

El microorganismo descrito en la presente invención, por lo tanto, se adapta ventajosamente al procedimiento45
brasileño de fermentación industrial y se muestra que es diferencialmente eficaz en la conversión de azúcares de
biomasa vegetal, principalmente material lignocelulósico, en biocombustibles y/o compuestos bioquímicos, es decir,
con rendimiento suficiente para ser aplicado a escala industrial, incluso bajo las condiciones estresantes del
procedimiento de fermentación brasileño. Además, el microorganismo descrito en la presente invención muestra
características de interés industrial, por ejemplo: es una cepa no floculante, presenta alto rendimiento de etanol, baja50
formación de glicerol y xilitol, alta viabilidad, alta tasa de crecimiento, sin producción de espuma, entre otras.

Breve descripción de la invención

La presente invención proporciona un casete de expresión para transformar una célula eucariótica caracterizada55
porque comprende: una combinación de los siguientes casetes de expresión: página 7a

La presente invención proporciona un procedimiento para transformar una célula eucariótica que comprende la
introducción, en la célula a transformar, de al menos un casete de expresión como se define en la presente
invención.60

La presente invención proporciona un microorganismo modificado genéticamente que comprende al menos un
casete de expresión como se define por la presente invención.
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a) un casete de expresión que comprende el gen que codifica la xilosa isomerasa de secuencia SEQ ID NO:
1, el promotor TDH1 de secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2 y el terminador TDH1 de secuencia de
nucleótidos SEQ ID NO: 3;
b) un casete de expresión que comprende el promotor ADH1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 8, el
gen XKS1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 9 y el terminador ADH1 representado por la secuencia5
SEQ ID NO: 10;
c) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2, el
gen TAL1 de secuencia SEQ ID NO: 5, el gen terminador TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por el
promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, del gen RKI1 (SEQ ID NO: 7) y el terminador de secuencia de
nucleótidos SEQ ID NO: 13; y10
d) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 02, el gen TKL1 de
secuencia SEQ ID NO: 11, el gen codificante de la Ribosa 5-Fosfato Epimerasa (SEQ ID NO: 12), el 
terminador TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por el promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, el
gen RPE1 de secuencia SEQ ID NO: 12 y el terminador PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 13;

15
en donde dicho casete de expresión es funcional en la célula eucariótica.

La presente invención proporciona el microorganismo modificado genéticamente Saccharomyces cerevisiae
DSM28739.

20
La presente invención proporciona un procedimiento para producir biocombustibles y/o compuestos bioquímicos que
comprende la etapa de cultivo de microorganismos como se define en la presente invención.

La presente invención proporciona un microorganismo modificado genéticamente con un rendimiento fermentativo
eficaz en la conversión de azúcares contenidos en biomasa vegetal, en biocombustibles y/o compuestos 25
bioquímicos, en comparación con su versión sin las modificaciones genéticas descritas en el presente documento.
Más específicamente, el microorganismo modificado genéticamente descrito en la presente invención se refiere a
cualquier célula eucariótica susceptible de transformación genética, que puede consistir en levaduras u hongos
filamentosos, preferiblemente levadura del género Saccharomyces.

30
El microorganismo de la invención proporciona un rendimiento eficaz en la conversión de azúcares presentes en la
biomasa vegetal, preferiblemente material lignocelulósico, en compuestos bioquímicos y/o biocombustibles. Por lo
tanto, en una realización, la presente invención describe un microorganismo de la especie Saccharomyces
cerevisiae más eficaz que su correspondiente sin las modificaciones genéticas en la conversión de pentosas
presentes en el material lignocelulósico en alcoholes y/o compuestos bioquímicos, tales como, por ejemplo, ácido35
succínico, ácido málico, 1,3-propanodiol, 1,2-propanodiol, butanol, isobutanol, biodiésel, 1,4-butanodiol, 2,3-
butanodiol, PHB - poli(hidroxibutirato), no obstante, sin estar restringidos a estos, no obstante sin limitarse al mismo.

El microorganismo de la presente invención se modifica genéticamente mediante la introducción de una secuencia
de nucleótidos que codifica un péptido con función de xilosa isomerasa. Esta secuencia se describió originalmente40
en Orpinomyces sp. [Appl Microbiol Biotechnol, 82:1067-1078, 2009] (XI, EC 5.3.1.5) y fue sometida manualmente a 
optimización de los codones utilizados preferiblemente para Saccharomyces cerevisiae por los autores de la 
presente invención. La optimización comprende la comparación entre los codones presentes en la secuencia de
Orpinomyces con los que se utilizan preferiblemente para Saccharomyces con el objetivo de reemplazar los mismos
manteniendo, sin embargo, la proporción de codones presentes en Saccharomyces. Sin embargo, la secuencia45
optimizada de xilosa isomerasa descrita en la presente invención (representada en SEQ ID NO: 1) no es natural y es 
diferente de las secuencias naturales de xilosa isomerasa ya descritas. SEQ ID NO: 1 también puede ser útil para la
inserción en células eucarióticas y se puede expresar en su forma activa. La secuencia de nucleótidos de SEQ ID
NO: 1 se puede presentar en una copia única o en copias múltiples en el genoma.

50
La célula eucariótica anfitriona modificada genéticamente (célula diana) puede contener adicionalmente genes de la
ruta de la pentosa fosfato, con el objetivo de aumentar la velocidad de conversión de xilosa. Sin embargo, además
de la inserción de SEQ ID NO: 1 en la célula anfitriona, la presente invención describe modificaciones genéticas en
la misma célula con el objetivo de favorecer el flujo metabólico a través de la ruta de la pentosa fosfato, sin embargo,
estas modificaciones no son un factor restrictivo para la transformación de la célula anfitriona con la secuencia de55
nucleótidos representada en SEQ ID NO: 1.

Con el fin de aumentar el flujo de la ruta de pentosas de fosfato en la célula anfitriona, se insertan nuevas copias de
los genes que codifican las enzimas Xiluloquinasas (XKS1, EC 2.7.1.17), cuya secuencia de nucleótidos está
representada en este documento por SEQ ID NO: 9, Transaldolasa (TAL1 EC 2.2.1.2), representada por SEQ NO60
ID: 5, Transcetolasa (TKL1 EC 2.2.1.1), representada por SEQ ID NO: 11, Ribosa 5-fosfato isomerasa (RKI1, EC
5.3.1.6), representada por SEQ ID NO: 7; y Ribosa 5-fosfato epimerasa (RPE1, EC 5.1.3.1), representada por SEQ
ID NO: 12.
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Entre las enzimas presentadas y que constituyen la ruta de la pentosa-fosfato, al menos uno de los genes que las
codifican se debe expresar en exceso y, preferiblemente, vincularse a promotores constitutivos, es decir, aquellos
que se expresan constantemente, independientemente de las condiciones a las que se somete la célula, o
promotores naturalmente inducibles. En el presente documento, los promotores se definen como una región
reguladora, ubicada en la región 5' del gen bajo su acción y responsable del comienzo de la transcripción, mientras5
que los terminadores se definen como una secuencia que determina el final del gen durante el procedimiento de 
transcripción.

La presente invención proporciona adicionalmente casetes de expresión que contienen uno o más genes de
enzimas endógenas de la fase no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato, para transformar células eucarióticas.10
Tales casetes de expresión o construcciones génicas comprenden preferiblemente promotores fuertes y constitutivos
de la célula en la que se insertarán. Específicamente, se describen en la presente memoria descriptiva cuatro
realizaciones de casetes de expresión integradores construidos utilizando promotores fuertes y constitutivos de
Saccharomyces cerevisiae e integrado de manera estable en el genoma de la célula anfitriona.

15
Uno de los casetes contiene el gen que codifica la xilosa isomerasa, SEQ ID NO: 1 y se inserta en la célula anfitriona
funcionalmente unida y/o flanqueada, preferiblemente, por la región promotora y terminadora del gen de la 
Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1). Un segundo casete descrito contiene el gen que
codifica la enzima Xiluloquinasa (SEQ ID NO: 9) y se construye preferiblemente utilizando el promotor y el
terminador del gen que codifica la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH1). Un tercer casete de la presente20
invención contiene genes codificadores de Transaldolasa (SEQ NO ID: 5) y Ribosa 5-fosfato isomerasa (SEQ ID
NO: 7) y se construye, preferiblemente utilizando promotores y terminadores del gen que codifica la enzima
Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1) para flanquear el gen de la Transaldolasa y los
promotores y terminadores de la enzima 3-fosfoglicerato Quinasa (PGK1) para flanquear el gen de la Ribosa 5-
fosfato isomerasa. El último casete de la presente invención contiene genes codificadores de Transcetolasa (SEQ ID25
NO: 11) y Ribosa 5-fosfato epimerasa (SEQ ID NO: 7). Este se construye, preferiblemente, bajo la acción de
promotores y terminadores de los genes de la Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1),
flanqueando el gen de la Transcetolasa y el promotor y terminador del gen que codifica la enzima 3-fosfoglicerato
quinasa (PGK1).

30
Dichos casetes de expresión con los genes de la ruta metabólica de la pentosa fosfato que favorecen el consumo de
xilosa se introducen en la célula eucariótica y los genes respectivos se insertan en el cromosoma diana ubicado
entre el centrómero y el primer gen adyacente a él, preferiblemente en la región de los 5 mil primeros pares de bases
contados desde el centrómero tanto en dirección aguas arriba y aguas abajo, que puede ser incluso inmediatamente 
aguas arriba, inmediatamente aguas abajo o ambos a la vez.35

Además de la inserción de casetes de expresión, la presente invención proporciona la deleción del gen GRE3 de la
célula eucariótica anfitriona, que codifica una aldosa reductasa y está representado en SEQ ID NO: 14.

Además, la presente invención proporciona la integración estable y en un gran número de copias de casetes que40
expresan XI (SEQ ID NO: 1) en el genoma de la célula anfitriona. En el presente documento, se considera un
elevado número de copias la inserción de, al menos, 5 copias del gen en cuestión, siendo preferible la inserción de
al menos 20 copias.

El presente documento describe, por lo tanto, una célula eucariótica, preferiblemente un microorganismo de la 45
especie Saccharomyces cerevisiae, modificada genéticamente que contiene en su genoma al menos uno de los
genes de las enzimas necesarias para favorecer la parte no oxidativa de las rutas de la pentosa fosfato, insertadas
preferiblemente en un gran número de copias y en la región entre el centrómero y su primer gen adyacente.

Además, se describe un microorganismo que, además de la manipulación genética representada anteriormente, se50
sometió a un procedimiento de ingeniería evolutiva para generar mutaciones aleatorias que favorecen un mayor
consumo de la porción lignocelulósica de la biomasa vegetal, preferiblemente xilosa en medio anaeróbico y, en
consecuencia, una mayor tasa de crecimiento y una mayor producción de compuestos bioquímicos y/o
biocombustibles, preferiblemente etanol, por período de tiempo, en comparación con el microorganismo antes del
procedimiento de evolución. El microorganismo modificado genéticamente de la presente invención presenta de55
manera diferente las características de no floculación, presentación de alto rendimiento de etanol, baja formación de 
glicerol y xilitol, alta viabilidad, alta tasa de crecimiento, no producción de espuma, además de la capacidad eficaz de
resistencia al procedimiento de fermentación agresivo. Este microorganismo evolucionado fue archivado por los
autores de la presente invención en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivo Celular - Leibniz-Institut
DSMZ, habiendo recibido el número DSM28739.60

El microorganismo DSM28739 de la presente invención muestra características de interés industrial tales como: ser
una cepa no floculante, presentar alto rendimiento de etanol, baja formación de glicerol y xilitol, alta viabilidad, alta
tasa de crecimiento, no producción de espuma, entre otras.
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Además, la presente invención proporciona el procedimiento de producción de biocombustibles y compuestos 
bioquímicos a partir de biomasa vegetal. Más específicamente, el procedimiento para producir biocombustibles y
compuestos bioquímicos utiliza preferiblemente la porción lignocelulósica de la biomasa vegetal. El procedimiento de
la presente invención utiliza el microorganismo de la invención, preferiblemente DSM28739, para producir
biocombustibles y/o compuestos bioquímicos.5

Breve descripción de los dibujos

En la Figura 1, se observa el consumo de xilosa y la producción de etanol en condiciones anaerobias por el
microorganismo descrito en la presente invención después del procedimiento de manipulación genética para la10
inserción de genes de la ruta de la pentosa fosfato y el gen genéticamente modificado de la xilosa isomerasa, SEQ
ID NO: 1, y antes del procedimiento de evolución. En el eje vertical, la concentración se describe en gramos por litro
(g/L) y en el eje horizontal, el tiempo en horas. La concentración de xilosa está indicada por (◆), mientras que la
concentración de etanol por tiempo, está representada por (■).

15
En la Figura 2, se observa el consumo de xilosa y la producción de etanol en condiciones anaerobias por el
microorganismo descrito en la presente invención después del procedimiento de manipulación genética para la
inserción de genes de la ruta de la pentosa fosfato y el gen genéticamente modificado de xilosa isomerasa. SEQ ID
NO: 1, y después del procedimiento de evolución. En el eje vertical, la concentración se describe en g/L y en el eje
horizontal, el tiempo en horas. La concentración de xilosa está indicada por (◆), mientras que la concentración de20
etanol por tiempo está representada por (■).

En la Figura 3, es posible observar la cinética de fermentación del microorganismo DSM28739 en medio sintético
que comprende xilosa como una de sus fuentes de carbono, como YEPX (20 g/L de xilosa, 10 g/L de extracto de
levadura y 20 g/L de peptona bacteriológica). En la figura, el símbolo (■) representa Xilosa, (◆) representa el25
crecimiento celular expresado en densidad óptica (DO), (▲) representa etanol y (●) representa glicerol. En la figura
presentada, el eje vertical a la izquierda representa la concentración (g/L) de cada uno de los compuestos
analizados. El eje vertical a la derecha representa la densidad óptica (DO) medida a 600 nm de absorbancia. El eje
horizontal, a su vez, representa el tiempo de fermentación, expresado en horas.

30
En la Figura 4, se observa la cinética de fermentación del microorganismo DSM28739 en el producto hidrolizado de
paja de caña, estando representada la concentración en el eje vertical (g/L) y el tiempo en horas en el eje horizontal.
La concentración de xilosa por tiempo está representada por (■), la glucosa por (◆), la concentración de etanol está
representada por (▲), el glicerol por (●) y ácido acético.

35
En la Figura 5, se muestra la secuencia de nucleótidos representada como SEQ ID NO: 17, indicándose la región
que codifica LEU2 (subrayado), junto con su promotor y terminador (no subrayado).

En la Figura 6, se muestra el gel de electroforesis obtenido de la amplificación de regiones externas al casete
insertado, confirmando la integración a las levaduras. En la presente figura, M representa la escala del marcador de40
1 kb; 1a, el casete del gen XKS1 insertado junto al centrómero 2; 1b, el blanco de la reacción 1; 2a es el casete del
gen XKS1 insertado al lado del centrómero 8; 2b es el blanco de la reacción 2; 3a es el casete de genes TAL1 y
RKI1 insertado al lado del centrómero 12; 3b es el blanco de la reacción 3; 4a es el casete de genes TKL1 y RPE1
insertados junto al centrómero 13; 4b es el blanco de la reacción 4; 5a es el casete del gen XI insertado junto al
centrómero 5; y 5b es el blanco de la reacción 5.45

En la Figura 7, extraída de Matsushika et al., [Applied Microbiology and Biotechnology, 84:37-53, 2009], la
modificación realizada en S. cerevisiae se puede observar a través de la ingeniería metabólica para la fermentación
de xilosa. Los genes marcados con asterisco fueron expresados en exceso; los genes cruzados fueron eliminados.

50
Descripción detallada de la invención

La presente invención proporciona un casete de expresión para transformar una célula eucariótica que comprende
una combinación de los siguientes casetes de expresión: Página 14a

55
a) un casete de expresión que comprende el gen que codifica la xilosa isomerasa de secuencia SEQ ID NO:
1, el promotor TDH1 de la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2, y el terminador TDH1 de la secuencia de
nucleótidos SEQ ID NO: 3;
b) un casete de expresión que comprende el promotor ADH1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 8, el 
gen XKS1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 9 y el terminador ADH1 representado por la secuencia60
SEQ ID NO: 10;
c) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2, el 
gen TAL1 de secuencia SEQ ID NO: 5, el gen terminador TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por
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promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, del gen RKI1 (SEQ ID NO: 7) y el terminador de secuencia de
nucleótidos SEQ ID NO: 13; y
d) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 02, el gen TKL1 de 
secuencia SEQ ID NO: 11, el gen codificante de la Ribosa 5-fosfato epimerasa (SEQ ID NO: 7), el terminador
TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por el promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, el gen RPE15
de secuencia SEQ ID NO: 12 y el terminador PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 13;

en donde dicho casete de expresión es funcional en la célula eucariótica.

En una realización, dichos uno o más promotores son constitutivos o naturalmente inducibles.10

La presente invención proporciona adicionalmente un procedimiento para transformar la célula eucariótica que
comprende la introducción, en la célula a transformar, de al menos un casete de expresión como revela la presente
invención. En una realización, la introducción es en el genoma de la célula a transformar.

15
En una realización, el casete de expresión comprende adicionalmente la inactivación o deleción del gen GRE3 (SEQ
ID NO: 14) en el genoma de dicha célula eucariótica.

La presente invención proporciona un microorganismo genéticamente modificado que comprende al menos un
casete de expresión como se define en la presente solicitud de patente.20

En una realización, uno o más de dichos casetes de expresión están presentes en la región de los 5 mil primeros
pares de bases contados desde el centrómero, tanto en dirección aguas arriba como aguas abajo, que puede ser
incluso inmediatamente aguas arriba, inmediatamente aguas abajo o ambas a la vez.

25
En una realización, las secuencias promotoras, las secuencias codificantes y las secuencias terminadoras de los
casetes de expresión son estables en el genoma del microorganismo y/o están presentes en al menos 5 copias en el
genoma del microorganismo.

En una realización, el gen GRE3 (SEQ ID NO: 14) está inactivado o eliminado en/de su genoma.30

En una realización, el microorganismo es levadura del género seleccionado del grupo que consiste en:
Saccharomyces, Scheffersomyces, Spathaspora, Pichia, Candida, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces,
Brettanomyces, Hansenula y Yarrowia

35
En una realización, el microorganismo es Saccharomyces cerevisiae DSM28739.

La presente invención proporciona el microorganismo modificado genéticamente. Saccharomyces cerevisiae
DSM28739.

40
La presente invención proporciona el procedimiento de producción de biocombustibles y/o compuestos bioquímicos
que comprende una etapa de cultivo de microorganismos como se define en la presente invención.

En una realización, el rendimiento del procedimiento es de al menos 0,45 gramos de etanol producido por gramo de
xilosa consumido por microorganismos en el medio sintético que comprende xilosa como fuente de carbono.45

En una realización, la productividad volumétrica es de al menos 0,67 gramos de etanol producido por litro cada hora,
cuando está en un medio sintético que comprende xilosa como fuente de carbono.

En una realización, el microorganismo es el microorganismo Saccharomyces cerevisiae DSM28739.50

La presente invención proporciona un microorganismo modificado genéticamente con un rendimiento fermentativo
eficaz en la conversión de azúcares contenidos en la biomasa vegetal, en biocombustibles y/o compuestos 
bioquímicos, en comparación con su versión sin las modificaciones genéticas descritas en el presente documento.

55
Más específicamente, el microorganismo modificado genéticamente de la presente invención se refiere a una célula 
eucariótica genéticamente transformada, preferiblemente levadura u hongos filamentosos.

En esta invención, las levaduras se consideran como cualquier sujeto del grupo Eumycotina, es decir, hongos
verdaderos, que crecen de forma unicelular y que realizan preferiblemente fermentación anaerobia, tal como, por60
ejemplo, Saccharomyces, Scheffersomyces, Spathaspora, Pichia, Candida, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces,
Brettanomyces, Hansenula y Yarrowia

Los hongos filamentosos, a su vez, son aquellos caracterizados por tener micelio vegetativo y crecer a partir de la
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elongación hifal, además de realizar respiración aeróbica, tal como, por ejemplo, Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Trichoderma, Moniliophthora y Acremonio.

Incluso más específicamente, la presente invención proporciona un microorganismo modificado genéticamente,
preferiblemente levadura del género Saccharomyces.5

El microorganismo descrito presenta un rendimiento eficaz en la conversión de azúcares presentes en la biomasa
vegetal, preferiblemente material lignocelulósico, en compuestos bioquímicos o biocombustibles. Una realización de
la invención describe un microorganismo de la especie Saccharomyces cerevisiae más eficaz en la conversión de
pentosas presentes en el material lignocelulósico en alcoholes y/o compuestos bioquímicos, tales como, por10
ejemplo, ácido succínico, ácido málico, 1,3-propanodiol, 1,2-propanodiol, butanol, isobutanol, biodiesel, 1,4-
butanodiol, 2,3-butanodiol, PHB - poli(hidroxibutirato), sin embargo, sin limitarse a estos, en comparación con su
versión sin las modificaciones genéticas contenidas en el presente documento.

La pentosa utilizada preferiblemente por los microorganismos para la conversión en alcoholes y/o compuestos 15
bioquímicos indicados anteriormente es la xilosa, no obstante, sin limitarse a ella.

En la presente invención, se hacen referencias a varias secuencias de genes, todas enumeradas en la sección de 
Lista de secuencias. Para una breve referencia y facilidad de comprensión, sus funciones o genes respectivos se
indican en la siguiente tabla 1.20

Tabla 1 - Secuencias a las que se hace referencia en la presente invención y sus respectivos genes/funciones.

Gen/función Secuencia

Xilosa isomerasa SEQ ID NO: 1

Promotor de Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1) SEQ ID NO: 2

Terminador de Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1) SEQ ID NO: 3

URA3 e loxp SEQ ID NO: 4

Transaldolasa (TAL1) SEQ ID NO: 5

Promotor de 3-Fosfato quinasa (PGK1) SEQ ID NO: 6

Ribosa 5-fosfato isomerasa (RKI1) SEQ ID NO: 7

Promotor de la enzima Alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1) SEQ ID NO: 8

Xiluloquinasa (XKS1) SEQ ID NO: 9

Terminador de la Alcohol deshidrogenasa (ADH1) SEQ ID NO: 10

Transcetolasa (TKL1) SEQ ID NO: 11

Ribosa 5-fosfato epimerasa (RPE1) SEQ 10 NO: 12

Terminador de 3-Fosfato quinasa (PGK1) SEQ ID NO: 13

Aldosa reductasa (GRE3) SEQ ID NO: 14

Recombinasa CRE SEQ ID NO: 15

LTR del retrotransposón Ty1 SEQ ID NO: 16

LEU2 (ORF + promotor y terminador) SEQ ID NO: 17

La secuencia de nucleótidos representada por SEQ ID NO: 1, que codifica un péptido con la característica de xilosa
isomerasa, cuando se inserta en la célula eucariótica, proporciona la expresión de una enzima que favorece la25
isomerización de la xilosa a xilulosa.

El microorganismo descrito en la presente invención se modifica genéticamente mediante la introducción de una
secuencia de nucleótidos que codifica un péptido con función xilosa isomerasa. Los codones de esta secuencia de
nucleótidos, originalmente descrita en Orpinomyces sp. (XI EC 5.3.1.5), fueron optimizados manualmente por los30
autores de la presente invención preferiblemente para su utilización por Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, la
secuencia optimizada de xilosa isomerasa utilizada en la presente invención no es natural y es diferente de las
secuencias naturales de xilosa isomerasa ya descritas en bancos públicos y está representada en SEQ ID NO: 1.
Después de la optimización de la secuencia representada en SEQ ID NO: 1, el CAI (Índice de Adaptación de
Codones), índice que determina la posibilidad de altos niveles de expresión de proteínas, fue de 0,79 a 0,91, lo que35

E15806997
18-02-2020ES 2 773 639 T3

 



10

indica la obtención de una expresión eficaz de esta proteína en S. cerevisiae. El índice CAI es la media geométrica
de los valores relativos de adaptación, y para su cálculo, se excluyen los codones no sinónimos y, en algunos casos,
también los de terminación. Los valores varían entre 0 y 1, y los más grandes indican una mayor proporción de los
codones más abundantes [Nucleic Acids Research 15:1281-1295].

5
Por lo tanto, la presente invención también proporciona un casete de expresión que comprende la secuencia de
nucleótidos representada en SEQ ID NO: 1, que codifica el péptido de tipo de xilosa isomerasa y que,
opcionalmente, se puede insertar en la célula eucariótica para la expresión de dicha isomerasa en su forma activa.
En el presente documento, los genes se insertan en microorganismos a través de la recombinación homóloga,
comenzando así a integrar su genoma. El casete de expresión de la invención se caracteriza porque comprende: -10
una secuencia (SEQ ID NO: 1) de nucleótidos que codifican un péptido con función xilosa isomerasa; - al menos un
promotor para dicha secuencia de nucleótidos codificante; y - una secuencia de nucleótidos seleccionada entre: una
secuencia de nucleótidos terminadora de la transcripción; un marcador de selección; una o más secuencias de
nucleótidos codificantes de otras enzimas; combinaciones de los mismos o un plásmido que comprende tales
secuencias, siendo heteróloga al menos una de las secuencias de nucleótidos definidas anteriormente. Se pueden15
utilizar uno o más casetes de expresión en la transformación de células eucarióticas de acuerdo con la invención.

Opcionalmente, el casete de expresión de la invención también comprende secuencias seleccionadas del grupo que
comprende las secuencias codificantes de las enzimas Xiluloquinasa (SEQ ID NO: 9), Transaldolasa (SEQ NO ID:
5), Transcetolasa (SEQ ID NO: 11), Ribosa 5-fosfato isomerasa (SEQ ID NO: 7) y/o Ribosa 5-fosfato epimerasa20
(SEQ ID NO: 12).

En una realización, la célula anfitriona eucariótica/de microorganismo es levadura de la especie Saccharomyces
cerevisiae Sin embargo, debe tenerse en cuenta que cualquier célula eucariótica puede transformarse con uno o
más casetes de expresión de la invención, que comprende la secuencia de nucleótidos descrita en SEQ ID NO: 1.25

Por lo tanto, la presente invención proporciona una célula eucariótica, levaduras u hongos filamentosos,
preferiblemente levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae, transformados con la secuencia de nucleótidos
descrita en SEQ ID NO: 1, que se puede presentar en una sola copia o, preferiblemente, se pueden insertar
múltiples copias de esta secuencia de nucleótidos en el genoma.30

En una realización, la célula anfitriona modificada genéticamente comprende adicionalmente genes de la ruta de la
pentosa fosfato, de modo que la inserción de SEQ ID NO: 1, que codifica la xilosa isomerasa, favorece la
isomerización de xilosa a xilulosa. Sin embargo, además de la inserción de SEQ ID NO: 1 en la célula anfitriona, la
presente invención describe modificaciones genéticas en la misma célula con el objetivo de favorecer el flujo35
metabólico a través de las rutas de la pentosa fosfato, sin ser tales modificaciones, sin embargo, un factor restrictivo
para transformar la célula anfitriona con la secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID NO: 1.

Para aumentar el flujo de la ruta de la pentosa fosfato en la célula anfitriona, se insertan genes que codifican las
enzimas Xiluloquinasa (XKS1, EC 2.7.1.17), cuya secuencia de nucleótidos está representada en este documento40
por SEQ ID NO: 9, TransaldolasaTAL1 EC 2.2.1.2), representada por la secuencia SEQ NO ID: 5, Transcetolasa
(TKL1 EC 2.2.1.1), cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 11, Ribosa 5-fosfato
isomerasa (RK/1, EC 5.3.1.6), cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 7; y Ribosa 5-
fosfato epimerasa (RPE1, EC 5.1.3.1), cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 12.

45
Entre las enzimas presentadas, y que constituyen la ruta de la pentosa-fosfato, así como la xilosa isomerasa
representada por SEQ ID NO: 1, al menos uno de los genes que las codifican debe presentarse expresado en 
exceso y, preferiblemente, vinculado a los promotores constitutivos, es decir, aquellos que se expresan
constantemente, independientemente de las condiciones a las que se somete la célula, o promotores inducibles
naturalmente. En el presente documento, los promotores se definen como una región reguladora, ubicada en la50
región 5' bajo su acción y responsable del inicio de la transcripción, mientras que los terminadores se definen como
una secuencia que determina el final del gen durante el procedimiento de transcripción.

La expresión en exceso de los genes que codifican estas enzimas se puede deber al aumento en el número de
copias de la secuencia de nucleótidos que las codifican, la expresión de genes episómicos presentes en el vector55
que se pueden insertar en la célula anfitriona eucariótica, mediante el uso de promotores heterólogos para esa
secuencia en la que están operativamente unidos, o incluso homólogos para la célula donde se insertaron, o como
endógenos en la célula anfitriona, siempre que puedan producir un estado estable de transcripción más alto que el
que lograría la célula en su versión sin modificaciones genéticas presentes, en las situaciones en donde las fuentes
de carbono como glucosa y xilosa están disponibles en el medio ambiente. Estos promotores pueden ser60
constitutivos o naturalmente inducibles.

En una realización, la presente invención proporciona una célula anfitriona que comprende un casete de expresión
que contiene genes endógenos de enzimas de la fase no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato, que,
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preferiblemente, se construyen utilizando promotores fuertes y constitutivos de la célula en la que se insertarán.
Específicamente, la presente invención describe cuatro realizaciones de casetes de expresión integrativa, que se
construyeron utilizando una elevada expresión y promotores constitutivos de Saccharomyces cerevisiae, y se
integraron de manera estable en el genoma de la célula anfitriona.

5
Uno de los casetes descritos contiene el gen que codifica la xilosa isomerasa, SEQ ID NO: 1. En este casete, una
copia de SEQ ID NO: 1 se inserta en la célula anfitriona flanqueada, preferiblemente, por la región promotora y
terminadora del gen de la Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1). Así, brevemente, el casete
que contiene el gen que codifica la xilosa isomerasa y que se insertó en el genoma de la célula anfitriona está
formado por el promotor TDH1, cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 2, el gen XI (SEQ10
ID NO: 1) y el terminador TDH1, cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 3.

Un segundo casete descrito en la presente invención contiene un gen que codifica la enzima Xiluloquinasa (SEQ ID
NO: 9). La presente descripción indica que el casete se construye, preferiblemente, utilizando el promotor y el
terminador génicos del gen que codifica la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH1). Por lo tanto, se describe que el15
casete que contiene el gen codificante de la Xiluloquinasa está construido por el promotor ADH1, representado por
SEQ ID NO: 8, el gen XKS1 (SEQ ID NO: 9) y el terminador ADH1, representado por SEQ ID NO: 10.

Un casete más de la presente invención contiene genes codificantes de Transaldolasa (SEQ NO ID:5) y Ribosa 5-
fosfato isomerasa (SEQ ID NO: 7). Este casete está construido, preferiblemente utilizando promotores y20
terminadores de la enzima que codifica el gen de la Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1)
para flanquear el gen de la Transaldolasa y los promotores y terminadores de la enzima 3-fosfoglicerato quinasa
(PGK1) para flanquear el gen de la Ribosa 5-fosfato isomerasa. Así, brevemente, el casete de expresión está
construido, preferiblemente, del promotor TDH1 (SEQ ID NO: 2), el gen TAL1 (SEQ ID NO: 5) y el terminador TDH1
(SEQ ID NO: 3), seguido del promotor PGK1, cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 6,25
el gen RKI1 (SEQ ID NO: 7) y el terminador, cuya secuencia de nucleótidos está representada por SEQ ID NO: 13.

El último casete de la presente invención contiene genes codificantes de Transcetolasa (SEQ ID NO: 11) y Ribosa 5-
fosfato epimerasa (SEQ ID NO: 12), preferiblemente, con una función asociada a los promotores y terminadores de
los genes Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1), flanqueando el gen de la Transcetolasa y el30
promotor y terminador del gen que codifica la enzima 3-Fosfoglicerato quinasa (PGK1). Por lo tanto, brevemente, el
casete de expresión que se insertó en el genoma de la célula anfitriona y contiene los genes de la Transcetolasa y la 
Ribosa 5-fosfato epimerasa, está construido preferiblemente por el promotor TDH1 (SEQ ID NO: 2), el gen TKL1
(SEQ ID NO: 11) y el terminador TDH1 (SEQ ID NO: 3), seguido del promotor PGK1 (SEQ ID NO: 6), el gen RPE1
(SEQ ID NO: 12) y el terminador PGK1 (SEQ ID NO: 13).35

Todos los casetes de expresión con los genes de la ruta metabólica de la pentosa fosfato que favorecen el consumo
de xilosa se insertan en la región del cromosoma diana ubicado entre el centrómero y el primer gen adyacente al
mismo, preferiblemente en la región de los 5 mil primeros pares de bases contados a partir de el centrómero tanto en
dirección aguas arriba como aguas abajo, e incluso puede ser inmediatamente aguas arriba, inmediatamente aguas 40
abajo o ambas a la vez.

Se considera que la dirección aguas arriba es aquella se encuentra previamente al punto de inicio de la unidad de
transcripción de una secuencia de ADN, que comienza en el promotor y termina en el terminador. A su vez, se
considera que la región aguas abajo se ubica después del punto de inicio de la unidad de transcripción de una45
secuencia de ADN.

Además de la inserción de casetes de expresión, la presente invención también se refiere a la deleción o
inactivación del gen GRE3, que codifica la aldosa reductasa y está representado en SEQ ID NO: 14. La producción
de xilitol reduce el rendimiento total de etanol que se puede obtener. Además, el xilitol es un inhibidor de la acción de50
la enzima xilosa isomerasa.

Cuando se realizan en Saccharomyces cerevisiae, las modificaciones genéticas mencionadas favorecen el flujo de
la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa-fosfato.

55
Después, el Ejemplo 4 muestra que la simple inserción del gen que favorece el flujo metabólico por la ruta de la
pentosa fosfato, así como el péptido que codifica el gen de tipo xilosa isomerasa en la célula anfitriona, no
garantizan el consumo eficaz de las pentosas presentes en el medio.

Por lo tanto, la presente invención proporciona la integración estable y un elevado número de copias de casetes que60
expresan XI (SEC ID N: 1) en el genoma de la célula anfitriona. En el presente documento, se considera un elevado 
número de copias la inserción de, al menos, 5 copias del gen en cuestión, siendo preferida la inserción de al menos
20 copias.
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El presente documento describe, sin embargo, una célula eucariótica, preferiblemente un microorganismo de la 
especie Saccharomyces cerevisiae, genéticamente modificada que contiene en su genoma al menos uno de los
genes de enzimas necesarios para favorecer la parte no oxidativa de la ruta de la pentosa fosfato, insertados
preferiblemente en un elevado número de copias y en la región entre el centrómero y su primer gen adyacente. Al
tener toda la ruta metabólica necesaria para convertir la xilosa, en condiciones aerobias, la línea puede consumir la5
xilosa presente en el medio de cultivo, pero en condiciones anaerobias, el consumo es muy lento.

Se describe adicionalmente un procedimiento de evolución dirigida a partir del cual se obtiene un microorganismo
con mayor capacidad de consumo de xilosa en condiciones anaerobias y, a partir de ese momento, una mayor tasa
de crecimiento y una mayor producción de compuestos bioquímicos y biocombustibles por período de tiempo, en10
comparación con el microorganismo que no fue sometido a dicho procedimiento. En dicho procedimiento, un
microorganismo de la especie Saccharomyces cerevisiae fue sometido a presiones evolutivas que consistieron en
aumentos progresivos de la concentración de xilosa como la única fuente de carbono, con el fin de seleccionar
microorganismos con mutaciones aleatorias que favorecieran un mayor consumo de xilosa en condiciones
anaerobias y, en consecuencia, una mayor tasa de crecimiento y una mayor producción de compuestos bioquímicos15
y biocombustibles, preferiblemente etanol. El Ejemplo 4 muestra resultados comparativos entre el microorganismo
resultante de este procedimiento y el microorganismo antes del procedimiento de evolución dirigida. El
microorganismo modificado genéticamente descrito en la presente invención presenta de manera diferencial las
características de ser no floculante, presentar un alto rendimiento de etanol, una baja formación de glicerol y xilitol,
una alta viabilidad, una alta tasa de crecimiento, no producir espuma, además de una capacidad eficaz de20
resistencia al estresante procedimiento de fermentación industrial. Este microorganismo está archivado en la
Colección Alemana de Microorganismos y Cultivo Celular - Leibniz-Institut DSMZ, con el número DSM28739.

El microorganismo DSM28739 de la presente invención muestra características de interés industrial tales como: ser
una cepa no floculante, presentar un alto rendimiento de etanol, una baja formación de glicerol y xilitol, una alta25
viabilidad, una alta tasa de crecimiento, no producir espuma, entre otras.

Adicionalmente, la presente invención proporciona un procedimiento de producción de biocombustibles y
compuestos bioquímicos a partir de biomasa vegetal, preferiblemente una porción lignocelulósica de la biomasa
vegetal. El procedimiento descrito en la presente invención utiliza el microorganismo de la invención para producir30
biocombustibles y/o compuestos bioquímicos.

En una realización, el procedimiento consiste en las siguientes etapas:

-            poner el microorganismo DSM28739 en contacto con material lignocelulósico; y35
-            opcionalmente, realizar la recolección posterior del compuesto generado.

En otra realización, dicho material lignocelulósico se obtiene por medio de tratamiento previo de biomasa vegetal
lignocelulósica, seguido de hidrólisis.

40
El procedimiento de la invención proporciona la producción de biocombustibles que comprenden
predominantemente alcoholes, especialmente etanol. El procedimiento de la invención proporciona la producción de
compuestos bioquímicos seleccionados del grupo que comprende, pero no se limita a: ácido succínico, ácido málico,
1,3-propanodiol, 1,2-propanodiol, butanol, isobutanol, biodiesel, 1,4-butanodiol, 2,3-butanodiol y/o PHB -
poli(hidroxibutirato).45

Adicionalmente se describen biocombustibles, preferiblemente etanol, y compuestos bioquímicos producidos por el
procedimiento que utiliza el microorganismo de la invención, tal como DSM28739.

Ejemplos50

Ejemplo 1 - Construcción de casetes para la expresión e inserción de los mismos en el genoma

Para construir cada uno de los casetes que contienen genes de la fase no oxidativa de la ruta de las pentosas 
fosfato, incluyendo el gen de la Xilosa isomerasa, cada uno de los genes se amplificó por PCR del genoma de S.55
cerevisiae y se clonó en casetes de expresión integrativa.

Adyacente al terminador de cada casete, el gen URA3 flanqueado fue clonado por dos regiones loxP en la misma
orientación, permitiendo que esta región sea eliminada por la expresión de la recombinasa Cre y el marcador 
auxótrofo URA3 para ser utilizado en todos los casetes de expresión con los genes descritos.60

Con respecto a la construcción del casete de expresión que contiene el gen que codifica la xilosa isomerasa,
además de la construcción mencionada anteriormente, en los extremos del casete, se clonaron 126 pb de cada lado
con homología a una región cercana al cromosoma cinco de Saccharomyces cerevisiae, permitiendo la integración
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mediante recombinación homóloga en esta región.

Para la construcción del casete de expresión con el gen que codifica la xiluloquinasa, por ejemplo, este gen se
amplificó por PCR del genoma de S. cerevisiae y se clonó adyacente al promotor y terminador del gen que codifica
la Alcohol deshidrogenasa (ADH1). Después del terminador, se insertó el gen URA3 flanqueante por medio de dos5
regiones loxP en la misma orientación. En los extremos del casete, se clonaron las regiones de homología cercanas
al centrómero dos y ocho de S. cerevisiae. Se llevaron a cabo dos transformaciones para insertar los casetes que
expresaban el gen XKS1 a 288 pb del centrómero dos y 228 pb del centrómero ocho. De esta manera, además de
la copia endógena, el transformante tiene dos copias más del gen XKS1 bajo la acción de un promotor constitutivo
de elevada expresión.10

En relación con el casete de expresión que contiene genes codificantes de Transaldolasa (TAL1) y Ribosa 5-fosfato
isomerasa (RKI1), por ejemplo, estos genes se clonaron bajo la acción de promotores y terminadores de los genes
Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1) y 3-Fosfoglicerato quinasa (PGK1), respectivamente,
separados por el URA3 marcador flanqueado por los sitios loxP, y se insertaron adecuadamente en el cromosoma15
de la célula anfitriona.

En relación con el casete de expresión que contiene genes codificantes de Transcetolasa (TKL1) y Ribosa 5-fosfato 
epimerasa (RPE1), por ejemplo, estos genes se clonaron bajo la acción de promotores y terminadores de los genes
Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1) y 3-Fosfoglicerato quinasa (PGK1), respectivamente,20
separados por el marcador URA3 flanqueado por los sitios loxP, y se insertaron adecuadamente en el cromosoma
de la célula anfitriona.

La transformación de la célula anfitriona con cada uno de los casetes que contienen genes de la fase no oxidativa de
la ruta de la pentosa fosfato siguió el protocolo de Gietz y Schiestl [Nature Protocols 2, 31 - 34; 2007], por medio de 25
acetato de litio, y cada uno de los genes, flanqueado por promotores y terminadores fuertes y constitutivos de
Saccharomyces cerevisiae, se integró de forma estable en el cromosoma de la célula anfitriona. La integración
correcta fue confirmada por PCR. Después de la confirmación, la región URA3 fue escindida del genoma por
expresión transitoria de la recombinasa Cre, dejando solo un sitio loxP en el lugar, después del terminador del gen
insertado.30

En los extremos del casete de la Xilosa isomerasa, se clonaron 126 pb de cada lado con homología con una región
próxima al cromosoma cinco de Saccharomyces cerevisiae, permitiendo la integración mediante recombinación
homóloga en esta región.

35
Ejemplo 2 - Inserción del casete de Xilosa isomerasa en el genoma en un elevado número de copias

Para garantizar la integración estable y el elevado número de copias en la célula anfitriona, el casete que expresa la
Xilosa Isomerasa representada por SEQ ID NO: 1 se modificó con la inclusión, en los extremos del casete, de
elementos delta de retrotransposón Ty1 (elemento presente en un gran número de copias en el genoma de S.40
cerevisiae).

El marcador URA3 flanqueado por las regiones loxP se reemplaza en este plásmido por el marcador LEU2.
Anteriormente, el gen LEU2 se elimina en una etapa de manipulación genética. En esta etapa, se integra el gen
URA3, flanqueado por las regiones loxP adyacentes a las regiones de homología del promotor y terminador de45
LEU2, lo que da como resultado la eliminación de este gen. A continuación se inserta el casete XI, flanqueado por
los elementos Ty1 y se utiliza el marcador auxótrofo LEU2 para seleccionar transformantes.

Ejemplo 3 - Deleción del gen GRE3
50

La deleción del gen GRE3, que codifica la aldosa reductasa y está representada en SEQ ID NO: 14, se realizó en
dos etapas a través de la manipulación genética, con el objetivo de reducir la producción de xilitol a partir de xilosa.
En la primer etapa, se integró el gen URA3, flanqueado por las regiones loxP adyacentes a las regiones de
homología del promotor y terminador del gen GRE3, lo que dio como resultado la deleción de esta región. En la
segunda etapa, después de confirmar la deleción, se eliminó el marcador URA3 por la expresión transitoria de la 55
recombinasa Cre.

Ejemplo 4 - Evolución adaptativa y consumo de xilosa

Después de ser manipulado genéticamente con la inserción de todos los genes de la ruta metabólica necesaria para60
convertir la xilosa y antes de ser sometido a una evolución adaptativa, el microorganismo modificado genéticamente,
en condiciones anaerobias, consumió la xilosa presente en el medio de cultivo lentamente y con baja generación de
biocombustible, en este caso etanol, como se puede ver en la Figura 1.
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Dicho microorganismo se sometió a un procedimiento de ingeniería evolutiva que consistió en repeticiones sucesivas
en un medio que contenía 50 g/L de xilosa en condiciones semi-anaerobiass. El inóculo se inició con una densidad
óptica (DO) de ∼1,0. Debido a un bajo crecimiento inicial, se añadió una baja cantidad de glucosa al medio en los
primeros experimentos (0,5%) con el objetivo de que el cultivo creciera más rápido. Después de 48 horas de cultivo,
se transfirió una alícuota a un nuevo matraz con medio de cultivo y se repitió el experimento. En la tercera5
transferencia, no fue necesaria la adición de glucosa al medio de cultivo debido a la mayor velocidad de crecimiento
del microorganismo en la xilosa como única fuente de carbono. Se aislaron y analizaron 20 colonias de la mezcla de
células evolucionadas. El microorganismo DSM28739 fue seleccionado por su rendimiento superior en términos de
capacidad de conversión de xilosa a etanol, como se puede ver en la Figura 2.

10
Ejemplo 5 - Crecimiento del microorganismo DSM28739 utilizando xilosa como fuente de carbono

Preparación del inóculo

Una parte alícuota de cultivo del microorganismo DSM28739 previamente crioconservado a -85°C (en solución de15
glicerol al 20% p/v) se reactivó en medio YEPD (20 g/L de glucosa, 10 g de extracto de levadura y 20 g/L de
peptona), durante 6 horas en un matraz Erlenmeyer de 100 mL que contenía 50 mL de medio YEPD, 20 g/L de
glucosa en un agitador orbital a 200 rpm y 30°C. Posteriormente, una parte alícuota de este cultivo se transfirió a un
matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenía 200 mL de medio YEPD, 40 g/L de glucosa.

20
El cultivo se inició con una densidad óptica (DO) igual a 0,1, cuando se obtuvo a 600 nm de longitud de onda y se
incubó a 200 rpm y 30°C durante 16 horas. Un volumen de este cultivo se transfirió a un tubo de fondo cónico de 50
mL y se centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos. Las células del sedimento se lavaron 3 veces en agua destilada
por centrifugación y se resuspendieron en el medio de cultivo apropiado para la transferencia en el biorreactor
(descrito a continuación).25

Cultivo en biorreactor

Se prepararon 600 mL de medio de cultivo sintético en una botella de 1 L que comprendía xilosa como una de las
fuentes de carbono, como el medio YEPX (20 g/L de xilosa, 10 g/L de extracto de levadura y 20 g/L de peptona30
bacteriológica). El biorreactor con un volumen de trabajo de 1L se preparó con 500 mL de este medio de cultivo.

El biorreactor se esterilizó a continuación en autoclave a 121°C y 1 atm de presión durante 20 minutos. Los 100 mL
restantes se transfirieron a una botella de 250 mL y también se esterilizaron en autoclave. La fuente de carbono se
disolvió en 100 mL de agua destilada y esterilizada en autoclave en una botella de 250 mL. Después de la35
esterilización en autoclave, los 100 mL que contenían la fuente de carbono se transfirieron a un biorreactor.

El inóculo se preparó a partir de células obtenidas por centrifugación del inóculo previamente preparado con el 
cultivo del microorganismo DSM28739. Las células se resuspendieron en 100 mL del medio sin fuente de carbono y
se inocularon inmediatamente en el biorreactor. El cultivo se inició con una DO = 3.40

Durante el crecimiento celular, el pH se mantuvo en un intervalo de pH entre 3 y 7, mediante la adición de ácidos y/o
bases. La temperatura y la velocidad de agitación también se mantuvieron constantes a 30°C y 200 rpm,
respectivamente.

45
Para garantizar el estado de anaerobiosis, antes de la inoculación, el medio de cultivo y la atmósfera del biorreactor
con un flujo de gas nitrógeno de 2 LN/min (litro normal por minuto) durante 10 minutos. Se recogieron dos muestras
de 1,5 mL, aproximadamente cada tres horas. Una muestra se utilizó para medir la DO, mientras que la otra se
analizó por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).

50
Cuantificación de productos de fermentación.

La cuantificación de xilosa, etanol y glicerol se realizó mediante cromatografía líquida de alta resolución HPLC y
utilizando un cromatógrafo Alliance HT (Waters) con detector de índice de refracción (Waters 2414). Las rondas se
realizaron utilizando una columna HPX-87H (BioRad) mantenida a 35°C, con ácido sulfúrico 4 mM como fase móvil y55
un flujo de 0,6 mL/min.

Observando la Figura 3, es posible verificar que el microorganismo DSM28739 consumió 20 g/L de xilosa en
aproximadamente 18 horas. El principal producto de fermentación fue el etanol que alcanzó aproximadamente 9 g/L.
También se observó glicerol, pero a baja concentración. La producción de glicerol se observa a baja concentración.60
La Tabla 2 muestra el rendimiento de etanol y la productividad volumétrica del microorganismo DSM28739.
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Tabla 2: Rendimiento y productividad volumétrica del microorganismo DSM28739 en medio sintético que comprende
xilosa como una de las fuentes de carbono, tal como el medio YEPX (20 g/L de xilosa, 10 g/L de extracto de

levadura y 20 g/L de peptona bacteriológica).

Línea
Rendimiento g/g (gramos de etanol

producidos por gramo de xilosa
consumida)

Productividad volumétrica de etanol de g/Lh
(gramos de etanol producido por litro y por

hora)

DSM28739 0,46 ± 0,01 0,69± 0,02

Ejemplo 6 - Fermentación del microorganismo DSM28739 utilizando producto hidrolizado de paja de caña5

Medio de cultivo

El medio de cultivo se preparó utilizando producto hidrolizado de caña de paja que contenía entre 20 y 60 g/L de
xilosa y/o de 20 a 60 g/L de glucosa. El producto hidrolizado se complementó con urea, para apoyar el crecimiento10
de la levadura.

Preparación del inóculo

Se reactivo una alícuota de cultivo del microorganismo DSM28739 previamente crioconservado a -85°C (en solución15
de glicerol al 20% p/v) durante 6 horas en un matraz Erlenmeyer de 100 mL que contenía 50 mL de medio YEPD 20
g/L de glucosa en un agitador orbital a 200 rpm y 30°C. Posteriormente, la parte alícuota de este cultivo se transfirió
a un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenía 200 mL de medio YEPD 40 g/L de glucosa. El cultivo se inició con
una DO = 0,1 (densidad óptica a 600 nm de longitud de onda), se incubó a 200 rpm y 30°C durante 16 horas. Un
volumen de este cultivo se transfirió a un tubo de fondo cónico de 50 mL y se centrifugó a 4000 rpm durante 1020
minutos. Las células del sedimento se lavaron 3 veces en agua destilada por centrifugación y se resuspendieron en
el medio de cultivo (hidrolizado).

Cultivo en biorreactor
25

Se esterilizaron 700 mL de producto hidrolizado de paja de caña en autoclave en una botella de 1 L. En el
biorreactor con un volumen de trabajo de 1 L (previamente esterilizado en autoclave), se transfirieron 600 mL de
producto hidrolizado y los 100 mL restantes se transfirieron a una botella de 250 mL (anteriormente esterilizada en 
autoclave) para la resuspensión posterior del inóculo. El inóculo se preparó a partir de células obtenidas por
centrifugación en el artículo anterior. Las células para el inóculo se resuspendieron en los 100 mL del producto 30
hidrolizado y se inocularon inmediatamente en el biorreactor. El cultivo se inició con una DO = 1. Durante el
crecimiento celular, el pH se mantuvo entre 3 y 7 mediante la adición automática de solución acuosa de ácidos o
bases, como, por ejemplo, KOH 3 moles/L o H2SO4 1 mol/L. La temperatura y la velocidad de agitación se
mantuvieron constantes a 30°C y 200 rpm, respectivamente. Para garantizar el estado anaerobio, antes de la
inoculación, el medio de cultivo y la atmósfera del biorreactor se saturaron con un flujo de gas nitrógeno de 2 LN/min35
(litro normal por minuto) durante 10 minutos. Las muestras se recogieron a intervalos adecuados, se congelaron
inmediatamente en nitrógeno líquido y se mantuvieron congeladas a -20°C para su posterior análisis mediante
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).

Cuantificación de productos de fermentación40

La cuantificación de xilosa, etanol y glicerol se llevó a cabo mediante cromatografía líquida de alta resolución HPLC 
y utilizando el cromatógrafo Alliance HT (Waters) con detector de índice de refracción (Waters 2414). Las rondas se
realizaron utilizando una columna HPX-87H (BioRad) mantenida a 35°C, con ácido sulfúrico 4 mM como fase móvil y
un flujo de 0,6 mL/min. La cinética de fermentación del microorganismo DSM28739 en el producto hidrolizado de45
caña de paja se puede observar en la Figura 4.

El microorganismo DSM28739 consumió glucosa muy rápido, en aproximadamente 30 horas. Después de 70 horas,
la mayor parte de la xilosa también se consumió. El principal producto de fermentación fue el etanol, alcanzando
aproximadamente 37 g/L. También se observa una producción de glicerol a baja concentración. El principal inhibidor50
en el producto hidrolizado, el ácido acético, se mantuvo constante durante toda la fermentación (alrededor de 5 g/L).

La Tabla 3 muestra el rendimiento de etanol y la productividad volumétrica de DSM28739 en producto hidrolizado de
caña de paja.

55
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Tabla 3: Rendimiento y productividad volumétrica del microorganismo DSM28739 en producto hidrolizado de paja de
caña

Línea
Rendimiento g/g (gramos de etanol
producidos por gramo de azúcares

consumidos)

Productividad volumétrica de etanol g/Lh
(gramos de etanol producido por litro y por

hora)

DSM28739 0,44 ± 0,009 0,64 0,005

Ejemplo 7 - Prueba de inserción de casetes en el microorganismo modificado genéticamente DSM28739
5

El ADN de la línea DSM28739 se utilizó como modelo para la reacción en cadena de la polimerasa utilizando
oligonucleótidos que se encuentran en una región externa a la inserción de casetes de expresión génica. Para cada
reacción, se utilizó un par de oligos específicos para la región externa de cada casete insertado.

Después del experimento de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se aplicó una alícuota al gel de agarosa al10
0,8%, se tiñó con GelRed y se sometió a electroforesis para separar los fragmentos amplificados.

La Figura 6 muestra el gel de electroforesis obtenido a partir de reacciones externas a los casetes insertados, lo que
demuestra la integración en las levaduras. En esta figura, M representa la escala del marcador de 1 kb; 1a, es el
casete del gen XKS1 insertado junto al centrómero 2; 1b, el blanco de la reacción 1; 2a es el casete del gen XKS115
insertado al lado del centrómero 8; 2b es el blanco de la reacción 2; 3a es el casete de genes TAL1 y RKI1 insertado
al lado del centrómero 12; 3b es el blanco de la reacción 3; 4a es el casete de genes TKL1 y RPE1 insertados junto
al centrómero 13; 4b es el blanco de la reacción 4; 5a es el casete del gen XI insertado junto al centrómero 5; y 5b
es el blanco de la reacción 5.

20
Por lo tanto, es posible observar en la Figura 6 que los casetes se insertaron correctamente en la ubicación prevista.
Este resultado se observa debido a la amplificación de bandas con un tamaño similar al casete construido.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> BioCelere Agroindustrial Ltda.

<120> Casete de expresión para la transformación de células eucarióticas, procedimiento para transformar células 
eucarióticas, microorganismo modificado genéticamente, procedimiento para la producción de biocombustibles y/o 5
compuestos bioquímicos y biocombustibles y compuestos bioquímicos producidos de ese modo

<130> EP109432FZ268pau

<140> 15806997.110
<141> 12-06-2015

<150> PCT/BR2015/050075
<151> 12-06-2015

15
<150> BR102014014407-2
<151> 12-06-2014

<160> 17
20

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 1314
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificante de péptido con característica de xilosa isomerasa

30
<400> 1
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<210> 2
<211> 742
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor de Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, isoenzima 1 (TDH1)

10
<400> 2

<210> 3
<211> 30515
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Terminador de deshidrogenasa de 3-fosfato de gliceraldehído, isoenzima 1 (TDH1)20

<400> 3
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<210> 4
<211> 1349
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia codificante de los genes URA3 y loxp

10
<400> 4

15
<210> 5
<211> 1008
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Transaldolasa (TAL1)

5
<400> 5

<210> 6
<211> 87310
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor de 3-Fosfato quinasa (PGK1)15

<400> 6
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<210> 7
<211> 777
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Ribosa 5-fosfato isomerasa (RKI1)

10
<400> 7

<210> 8
<211> 70215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor de la enzima Alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1)20

<400> 8
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<210> 9
<211> 1803
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Xiluloquinasa (XKS1)

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 236
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Terminador de Alcohol deshidrogenasa (ADH1)

10
<400> 10

<210> 11
<211> 204315
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Transcetolasa (TKL1)20

<400> 11
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<210> 12
<211> 717
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Ribosa 5-fosfato epimerasa (RPE1)

<400> 12

10

<210> 13
<211> 189
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Terminador de 3-Fosfato quinasa (PGK1)

<400> 1320

<210> 1425
<211> 984
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Aldosa reductasa (GRE3)

<400> 14
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<210> 15
<211> 1032
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Recombinasa CRE

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 327
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LTR de retrotransposón Ty1

10
<400> 16

<210> 17
<211> 221615
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LEU2 (ORF + promotor y terminador)20

<400> 17
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REIVINDICACIONES

1. Un casete de expresión para transformar una célula eucariótica caracterizado porque comprende una
combinación de los siguientes casetes de expresión:

5
a) un casete de expresión que comprende el gen que codifica la xilosa isomerasa de secuencia SEQ ID NO:
1, el promotor TDH1 de secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2, y el terminador TDH1 de secuencia de
nucleótidos SEQ ID NO: 3;
b) un casete de expresión que comprende el promotor ADH1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 8, el 
gen XKS1 representado por la secuencia SEQ ID NO: 9 y el terminador ADH1 representado por la secuencia10
SEQ ID NO: 10;
c) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 2, el 
gen TAL1 de secuencia SEQ ID NO: 5, el gen del terminador TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por
el promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, del gen RKI1 (SEQ ID NO: 7) y terminador de la secuencia
de nucleótidos SEQ ID NO: 13; y15
d) un casete de expresión que comprende el promotor TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 02, el gen TKL1 de 
secuencia SEQ ID NO: 11, el gen codificante de la Ribosa 5-fosfato epimerasa (SEQ ID NO: 7), el terminador
TDH1 de secuencia SEQ ID NO: 3, seguido por el promotor PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 6, el gen RPE1
de secuencia SEQ ID NO: 12 y el terminador PGK1 de secuencia SEQ ID NO: 13;

20
en donde dicho casete de expresión es funcional en la célula eucariótica.

2. Un casete de expresión, de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque dicho promotor o dichos
promotores son constitutivos o naturalmente inducibles.

25
3. Un procedimiento para transformar una célula eucariótica, caracterizado por la introducción, en la célula que se 
va a transformar, de al menos un casete de expresión como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

4. Un procedimiento, de acuerdo con la reivindicación 3, adicionalmente caracterizado porque comprende la
inactivación o deleción del gen GRE3 (SEQ ID NO: 14) en el genoma de dicha célula eucariótica.30

5. Un microorganismo modificado genéticamente, caracterizado porque comprende al menos un casete de
expresión como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

6. Un microorganismo, de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado porque uno o más de dichos casetes de35
expresión están presentes en la región de los 5 mil primeros pares de bases contados desde el centrómero tanto en
dirección aguas arriba como aguas abajo, y puede estar incluso inmediatamente aguas arriba, inmediatamente 
aguas abajo o ambas a la vez.

7. Un microorganismo, de acuerdo con la reivindicación 6, caracterizado porque las secuencias promotoras, las40
secuencias codificantes y las secuencias terminadoras de los casetes de expresión son estables en el genoma del
microorganismo y/o están presentes en al menos 5 copias en el genoma del microorganismo.

8. Un microorganismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-7, caracterizado porque el gen GRE3
(SEQ ID NO: 14) está desactivado en, o eliminado de su genoma.45

9. Un microorganismo, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, caracterizado porque ser una
levadura del género seleccionado del grupo que consiste en: Saccharomyces, Scheffersomyces, Spathaspora,
Pichia, Candida, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Brettanomyces, Hansenula y Yarrowia.

50
10. Un microorganismo, de acuerdo con la reivindicación 9, caracterizado porque el microorganismo es
Saccharomyces cerevisiae DSM28739.

11. Un microorganismo modificado genéticamente, caracterizado porque ser Saccharomyces cerevisiae
DSM28739.55

12. Un procedimiento de producción de biocombustibles y/o productos bioquímicos, caracterizado porque
comprende una etapa de cultivo del microorganismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 5-11.

13. Un procedimiento, de acuerdo con la reivindicación 12, caracterizado porque el rendimiento del procedimiento60
es de al menos 0,45 gramos de etanol producido por gramo de xilosa consumido por el microorganismo en medio
sintético que comprende xilosa como fuente de carbono.

14. Un procedimiento, de acuerdo con la reivindicación 12 o 13, caracterizado porque la productividad volumétrica
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es de al menos 0,67 gramos de etanol producido por litro cada hora, cuando se encuentra en un medio sintético que
comprende xilosa como fuente de carbono.

15. Un procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-14, caracterizado porque el
microorganismo es el microorganismo Saccharomyces cerevisiae DSM28739.5
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Figura 1
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Figura 2

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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