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DESCRIPCION

Cianobacteria recombinante sobreproductora de sacarosa

La presente invencién se refiere a una cianobacteria recombinante sobreproductora de
sacarosa en ausencia de estrés osmatico, y su uso en la produccion de productos de
valor afadido tales como biocombustibles y bioplasticos en consorcio con otros
microorganismos. Por lo tanto, la presente invencidn se engloba dentro del campo de la
biotecnologia, en particular, en el uso de microorganismos recombinantes en procesos

industriales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los avances en la ingenieria microbiana para la produccién de biocombustibles,
productos quimicos y terapéuticos han estimulado la inversion en la produccion de una
amplia variedad de productos a partir de fuentes bioldgicas. Los microbios heterotroficos
comprenden la gran mayoria de los microorganismos utilizados actualmente para la
generacién de estos productos y requieren una fuente de carbohidratos para la
obtencion de carbono y energia que pueden representar una proporcion significativa
(s60%) del coste de los insumos. Dichos carbohidratos se obtienen tipicamente de
cultivos agricolas, principalmente cafia de azucar, remolacha azucarera y maiz, aunque
los materiales lignocelulésicos se estan investigando exhaustivamente como fuente de
materia prima alternativa. Si bien los combustibles y productos quimicos producidos
biolégicamente prometen una mayor sostenibilidad y menor huella de CO,, las fuentes
actuales de materia prima colocan los procesos biotecnoldgicos a la altura del uso de
las tierras de cultivo agricola y la compraventa de alimentos. Por lo tanto, el desarrollo
de alternativas bioldgicas a los combustibles y productos quimicos estandar a base de
petréleo han sido criticados por el aumento del coste que suponen y la inestabilidad de
los alimentos que producen. De hecho, en los ultimos anos, los precios del azdcar han
aumentado y fluctuado enormemente en los alimentos a nivel mundial, debido en parte

a la mayor su demanda en la produccion de biocombustibles.

Los microorganismos fotosintéticos (cianobacterias y algas) se han propuesto como
fuentes alternativas para la creacion de compuestos similares a los biocombustibles o
las materias primas industriales, en parte porque poseen muchas ventajas sobre las
plantas terrestres tradicionales con respecto a la produccién de metabolitos especificos.
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Por ejemplo, la eficiencia fotosintética de las cianobacterias es incluso mayor que la de
las plantas, y las cianobacterias no requieren tejidos de soporte que reduzcan aun mas
el rendimiento y la productividad (por ejemplo, raices / tallos). Ademas, las
cianobacterias son genéticamente manejables, lo que permite una modificacion rapida
y la seleccion de las cepas deseables. Por ultimo, las cianobacterias son microbios
acuaticos con requisitos nutricionales minimos y, por lo tanto, se pueden cultivar en
lugares que no compiten con los cultivos agricolas tradicionales. Aun asi, solo se ha
publicado un pequefio niumero de informes sobre la extraccion de carbohidratos simples

homogéneos de especies de cianobacterias.

Las anteriores estrategias que se han utilizado para conseguir altas tasas de produccién
de sacarosa con cianobacterias involucran la sobreproduccion del transportador de
sacarosa CscB [Ducat et al. (2012) Appl Environ Microbiol 78 (8): 2660 - 2668]. Otras
estrategias incluyen la sobreexpresion simultanea de dicho transportador y el gen que
codifica la sacarosa sintasa (Sps) bajo el control de un promotor inducible [Duan et al.
(2016) J Ocean Univ China 15 (5): 890-896]. Para lograr una produccion significativa de
sacarosa, ambas estrategias requieren el cultivo de cianobacterias bajo estrés osmatico
(concentracion de NaCl> 150 mM). Se han publicado mas informes que describen la
produccién de sacarosa, sin embargo, en todos estos casos la induccién de un estrés
osmotico es obligatoria para que dicha produccién se dé. Por lo tanto, los enfoques
actuales presentan varias limitaciones que incluyen:

i) cultivo de las cianobacterias en condiciones de cultivo subéptimas, incluyendo

estrés osmotico de alto contenido de sal,

ii) requerimiento del proceso en dos fases (primero acumulacion de biomasa y

después produccion de sacarosa), y

iii) la presencia obligada de bacterias halofitas como socios en consorcios

artificiales microbianos, ya que las cianobacterias deben usarse como

proveedores de sacarosa para facilitar el crecimiento de dichos consorcios

artificiales microbianos.

Por lo tanto, existe en el estado de la técnica la necesidad de desarrollar un nuevo
método de produccion de sacarosa que supere los inconvenientes del estado de la

técnica antes citados.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con una cianobacteria recombinante
sobreproductora de sacarosa y no dependiente de estrés osmotico para desencadenar
la produccion de dicha sacarosa. La produccion de sacarosa en esta cianobacteria se
genera de forma acoplada al crecimiento. Esta caracteristica permite que la bacteria
pueda ser cultivada en presencia de microorganismos no-haléfilos, formando consorcios
de microorganismos Uutiles en los procesos industriales. Adicionalmente, dicha
independencia de estrés osmaético permite que la cianobacteria pueda ser cultivada en
un biorreactor, tanto de cultivo continuo como de cultivo discontinuo, manteniendo de
forma simultanea el crecimiento y la produccion de sacarosa durante todas las fases de
crecimiento de la cianobacteria (fase de adaptacién, fase exponencial y fase
estacionaria), lo que evita tener que dividir el proceso de dos etapas: una de

acumulacion de biomasa y otra de produccién de sacarosa.

Los inventores desarrollaron esta cianobacteria, en particular, Synechococcus
elongatus, mediante la sobreexpresiéon de un conjunto de genes, algunos homélogos y
otros heterdlogos al genoma de la cianobacteria, a través de la introduccion de dos
operones comprendiendo los genes en cuestién en los sitios de insercion NSI y NSl del
genoma de la cianobacteria (Ejemplo 1). Los genes sobreexpresados fueron los
siguientes:
(i) el gen que codifica la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa (pgi) de Escherichia
coli,
(ii) el gen que codifica la enzima fosfoglucomutasa (pgmT), de E. coli
(iii) el gen que codifica la enzima UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (galU) de
E. coli,
(iv) el gen que codifica la enzima sacarosa fosfato sintasa (sps) de S. elongatus,
(v) el gen que codifica la enzima permeasa de sacarosa (CSCB cscB) de E. coli, y
(vi) el gen que codifica la proteina represora de un operon inducible por metabolito

de E. coli (lacl).
De forma contraria a lo existente actualmente en el estado de la técnica, y para alcanzar
mayores productividades, la cepa recombinante de la presente invencién se puede usar

adicionalmente:

1) Tanto en un cultivo discontinuo como continuo para la produccién a largo plazo de
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sacarosa en un biorreactor. Se pueden producir mas de 4 g/L en 10 dias a escala de
laboratorio. Cuando se compara con las cepas del estado de la técnica, la cianobacteria
recombinante de la presente invencidon mantiene tasas de produccién similares pero
durante periodos de tiempo mas largos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
la primera cepa fotosintética sobreproductora de sacarosa acoplada al crecimiento,
capaz de mantener altas tasas de produccion de sacarosa durante al menos 12 dias

(ver Ejemplo 2).

2) Como una cepa sobreproductora de sacarosa en una asociacion sintética con otros
microorganismos sin la presencia de altas concentraciones de sal y, por lo tanto, sin la
necesidad de utilizar microorganismos haldfilos, altamente tolerantes a la sal, para crear
consorcios microbianos industriales entre las cianobacterias recombinantes y los otros

microorganismos (ver Ejemplo 3).

Por lo tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con una cianobacteria
recombinante, de aqui en adelante “cianobacteria de la invencién”, que comprende las
siguientes secuencias de nucledtidos
(i) la secuencia de nucleoétidos que codifica la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa
(PGI) o un fragmento de la misma,
(ii) la secuencia de nucleodtidos que codifica la enzima fosfoglucomutasa (PGMT) o
un fragmento de la misma,
(iii) la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima UTP-glucosa-1-fosfato
uridililtransferasa (GalU), o un fragmento de la misma,
(iv) la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima sacarosa fosfato sintasa
(SPS), o un fragmento de la misma; y
(v) la secuencia de nucledtidos que codifica un transportador de sacarosa, o un
fragmento de la misma,
en donde:
- las secuencias de nucledtidos (i) a (v) estan sobreexpresadas con respecto a
una cianobacteria no recombinante o wild type, y

- las secuencias de nucleétidos (i), (ii), (iii) y (v) son heterdlogas.

En la presente invencion se entiende por “cianobacteria” a un organismo del dominio
Bacteria que es capaz de realizar fotosintesis oxigénica, es decir, es un organismo

fotoautétrofo capaz de usar el CO, como unica fuente de carbono y la luz como fuente
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de energia. Las cianobacterias usan la misma ruta de fijacion de CO, que las células
eurocariotas como las algas y las plantas superiores (el ciclo de Calvin, C3). Las

cianobacterias también son conocidas como algas verdeazuladas.

Ejemplos de cianobacterias que pueden usarse en el contexto de la presente invencion
incluyen, sin limitarse a, cianobacterias pertenecientes al género Chamaesiphon,
Chroococcus, Cyanobacterium, Cyanobium, Dactylococcopsis, Gloeobacter,
Gloeocapsa, Gloeothece, Microcystis, Prochlorococcus, Prochloron, Synechococcus,
Synechocystis, Chroococcidiopsis, Cyanocystis, Dermocarpella, Myxosarcina,
Pleurocapsis, Stanieria, Xenococcus, Arthrospira, Borzia, Crinalium, Geitlerinema,
Halospirulina, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria,
Planktothrix,  Prochlorothrix, Pseudanabaena, Spirulina, Starria, Symploca,
Trichodesmium, Tychonema, Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Calothrix,
Cyanospira, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Nodularia, Nostoc,
Chlorogloeopsis, Fischerella, Geitleria, Nostochopsis, lyengariella, Stigonema,
Rivularia, Scytonema, and Tolypothri. En una realizacién particular, la cianobacteria
pertenece al género Synechococcus sp. que, en otra realizacion mas particular, es
Synechococcus elongatus que, en otra realizacién todavia mas particular, es

Synechococcus elongatus PCC 7942.

En la presente invencion se entiende por “cianobacteria recombinante” a aquella
cianobacteria que ha sido modificada genéticamente, distinguiéndose asi de la cepa
“madre”, “parental” o wild type. En el contexto de la presente invencién, los términos
“cianobacteria recombinante” y “cianobacteria transgénica” son términos equivalentes y

significan lo mismo.

La cianobacteria de la invencion es sobreproductora de sacarosa y no dependiente de
estrés osmdético gracias a que presenta insertado en su genoma varias secuencias de
nucledtidos, de aqui en adelante “secuencias de nucledtidos de la invencién”, que

codifican para distintas enzimas o proteinas:

- la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa o fosfoglucosa isomerasa o PGl (en inglés
GPI o Glucose-6-phosphate isomerase) es una enzima que cataliza la reaccion
reversible de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato. En una realizacion particular, la

enzima PGl es la enzima PGI de E. coli. En otra realizacion particular, la enzima
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PGI comprende una secuencia de aminoacidos que presenta, al menos, un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. En
otra realizacién particular, la enzima PGl comprende, o consiste en, una secuencia
de aminoacidos que presenta un 100% de identidad de secuencia con la secuencia
SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 1:

MKNINPTQTAAWQALQKHFDEMKDVT IADLFAKDGDRFSKFSATFDDQMLVDYSKNRITEE
TLAKLQDLAKECDLAGAIKSMFSGEK INRTENRAVLHVALRNRSNTP ILVDGKDVMPEVNA
VLEKMKTFSEAI I SGEWKGYTGKAITDVVNIGIGGSDLGPYMVTEALRPYKNHLNMHFVSN
VDGTHIAEVLKKVNPETTLFLVASKTFTTQETMTNAHSARDWFLKAAGDEKHVAKHFAALS
TNAKAVGEFG IDTANMFEFWDWVGGRYSLWSAIGLSIVLS IGFDNFVELLSGAHAMDKHFS
TTPAEKNLPVLLAL IGIWYNNFFGAETEAILPYDQYMHRFAAYFQQGNMESNGKYVDRNGN
VVDYQTGP 1 IWGEPGTNGQHAFYQL IHQGTKMVPCDF IAPA I THNPLSDHHQKLLSNFFAQ
TEALAFGKSREVVEQEYRDQGKDPATLDYVVPFKVFEGNRPTNSILLREITPFSLGALIAL
YEHKIFTQGVILNIFTFDQWGVELGKQLANRILPELKDDKE ISSHDSSTNGL INRYKAWRG

En la presente invencion, todas las secuencias de aminoacidos que presentan una
identidad de secuencia de, al menos, un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 1 se
consideran variantes funcionalmente equivalentes de la proteina PGI, es decir,
aunque comprenden distinta secuencia de aminoacidos, son capaces de catalizar
la reaccion reversible de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato. Un ensayo para
determinar si una proteina dada es una variante funcionalmente equivalente de PGl
incluye, sin limitar a, un ensayo de monitorizacién de la reaccion EC 5.3.1.9
(responsable de la isomerizacion reversible de glucosa-6-fosfato y fructosa-6-
fosfato) por la proteina dada. Llevar a cabo la monitorizacion de la reaccion EC

5.3.1.9 por una enzima es practica de rutina para el experto en la materia.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
PGI comprende una secuencia de nucleétidos que presenta, al menos, un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En
otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima PGl
comprende, o consiste en, la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 2. No obstante,
como entiende el experto en la materia, en muchas ocasiones la secuencia de

nucledtidos tiene que ser optimizada para su expresién en un sistema celular
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distinto del de origen. Por este motivo, en otra realizacién particular, el gen que
codifica la enzima PGI comprende, o consiste en, una secuencia de nucledtidos,
optimizados para su correcta expresidon en Synechococcus sp, en particular S.
elongatus, mas en particular, S. elongatus PCC7942, que presenta una identidad

de secuencia del 100% con la secuencia SEQ ID NO: 3.

SEQ ID NO: 2:

atgaaaaacatcaatccaacgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgat
gaaatgaaagacgttacgatcgccgatctttttgctaaagacggcgatcgtttttctaag
ttctccgcaaccttcgacgatcagatgctggtggattactccaaaaaccgcatcactgaa
gagacgctggcgaaattacaggatctggcgaaagagtgcgatctggcgggcgcgattaag
tcgatgttctctggcgagaagatcaaccgcactgaaaaccgcgcecgtgctgcacgtageg
ctgcgtaaccgtagcaataccccgattttggttgatggcaaagacgtaatgccggaagtc
aacgcggtgctggagaagatgaaaaccttctcagaagcgattatttccggtgagtggaaa
ggttataccggcaaagcaatcactgacgtagtgaacatcgggatcggcggttctgacctc
ggcccatacatggtgaccgaagctctgcgtccgtacaaaaaccacctgaacatgcacttt
gtttctaacgtcgatgggactcacatcgcggaagtgctgaaaaaagtaaacccggaaacc
acgctgttcttggtagcatctaaaaccttcaccactcaggaaactatgaccaacgcccat
agcgcgcgtgactggttcctgaaagcggcaggtgatgaaaaacacgttgcaaaacacttt
gcggcgctttccaccaatgccaaagccgttggcgagtttggtattgatactgccaacatg
ttcgagttctgggactgggttggcggccgttactectttgtggtcagcgattggectgtceg
attgttctctccatcggctttgataacttcgttgaactgctttccggcgcacacgcgatg
gacaagcatttctccaccacgcctgccgagaaaaacctgcctgtactgctggegcectgatt
ggcatctggtacaacaatttctttggtgcggaaactgaagcgattctgccgtatgaccag
tatatgcaccgtttcgcggcgtacttccagcagggcaatatggagtccaacggtaagtat
gttgaccgtaacggtaacgttgtggattaccagactggcccgattatctggggtgaacca
ggcactaacggtcagcacgcgttctaccagctgatccaccagggaaccaaaatggtaccg
tgcgatttcatcgctccggctatcacccataacccgctctctgatcatcaccagaaactg
ctgtctaacttcttcgcccagaccgaagcgctggcgtttggtaaatcccgecgaagtggtt
gagcaggaatatcgtgatcagggtaaagatccggcaacgcttgactacgtggtgccgttc
aaagtattcgaaggtaaccgcccgaccaactccatcctgctgecgtgaaatcactccgttc
agcctgggtgcgttgattgcgctgtatgagcacaaaatctttactcagggcgtgatcctg
aacatcttcaccttcgaccagtggggcgtggaactgggtaaacagctggcgaaccgtatt
ctgccagagctgaaagatgataaagaaatcagcagccacgatagctcgaccaatggtctg

attaaccgctataaagcgtggcgcggttaa
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SEQID NO: 3
atgaaaaacatcaatccaacgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgatg
aaatgaaagacgttacgatcgccgatctttttgctaaagacggcgatcgcttttctaagtt
ctccgcaaccttcgacgatcagatgctggtggattactccaaaaaccgcatcactgaagag
acgctggcgaaattacaggatctggcgaaagagtgcgatctggcgggcgcgattaagtcga
tgttctcgggcgagaagatcaaccgcactgaaaaccgcgccgtgctgcacgtggegetgceg
taaccgcagcaataccccgattttggttgatggcaaagacgtcatgccggaagtcaacgcg
gtgctggagaagatgaaaaccttctcagaagcgattatttccggtgagtggaaaggttata
ccggcaaagcaatcactgacgtagtgaacatcgggatcggcggttcggacctcggeccata
catggtgaccgaagctctgcggccgtacaaaaaccacctgaacatgcactttgtttctaac
gtcgatgggactcacatcgcggaagtgctgaaaaaagtgaacccggaaaccacgctgttct
tggtagcatcgaaaaccttcaccactcaggaaactatgaccaacgcccatagcgcgcgtga
ctggttcctgaaagcggcaggtgatgaaaaacacgttgcaaaacactttgcggcgctttcc
accaatgccaaagccgttggcgagtttggtattgatactgccaacatgttcgagttctggg
actgggttggcggccggtactctttgtggtcagcgattggcctgtcgattgttctctccat
cggctttgataacttcgttgaactgctttccggcgcacacgcgatggacaagcatttctcc
accacgcctgccgagaaaaacctgcctgtcctgctggcgctgattggcatctggtacaaca
atttctttggtgcggaaactgaagcgattctgccgtatgaccagtatatgcaccgtttcgce
ggcgtacttccagcagggcaatatggagtccaacggtaagtatgttgaccgtaacggtaac
gttgtggattaccagactggcccgattatctggggtgaaccaggcactaacggtcagcacg
cgttctaccagctgatccaccagggaaccaaaatggtgccgtgcgatttcatcgctccggce
tatcacccataacccgctctctgatcatcaccagaaactgctgtcgaacttcttcgcccag
accgaagcgctggcgtttggtaaatcccgcgaagtggttgagcaggaatatcgcgatcagg
gtaaagatccggcaacgcttgactacgtggtgccgttcaaagtattcgaaggtaaccgccc
gaccaactccatcctgctgcgtgaaatcactccgttcagcctgggtgecgttgattgegetg
tatgagcacaaaatctttactcagggcgtgatcctgaacatcttcaccttcgaccagtggg
gcgtggaactgggtaaacagctggcgaaccgtattctgccagagctgaaagatgataaaga
aatcagcagccacgatagctcgaccaatggtctgattaaccgctataaagcgtggcgcggt
taa

La enzima fosfoglucomutasa o PGMT (en inglés PGMT o phosphoglucomutase) es
una enzima que cataliza la transferencia del grupo fosfato desde el carbono 1 de la
glucosa-1-fosfato al carbono 6 de la glucosa-6-fosfato. En una realizacién particular,
la enzima PGMT es la enzima PGMT de E. coli. En otra realizacién particular, la
enzima PGMT comprende una secuencia de aminoacidos que presenta, al menos,
un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID

9
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NO: 4. En otra realizacién particular, la enzima PGMT comprende, o consiste en,
una secuencia de aminodacidos que presenta un 100% de identidad de secuencia
con la secuencia SEQ ID NO: 4.

SEQ ID NO: 4:

MATHNRAGQPAQQSDL INVAQLTAQYYVLKPEAGNAEHAVKFGTSGHRGSAARHSFNEPHI
LATAQATAEERAKNGITGPCYVGKDTHALSEPAF I SVLEVLAANGVDV IVQENNGFTPTPA
VSNAILVHNKKGGPLADGIVITPSHNPPEDGG IKYNPPNGGPADTNVTKVVEDRANALLAD
GLKGVKR I SLDEAMASGHVKEQDLVQPFVEGLAD IVDMAA1QKAGLTLGVDPLGGSGIEYW
KRIGEYYNLNLT I'VNDQVDQTFRFMHLDKDGA I1RMDCSSECAMAGLLALRDKFDLAFANDP
DYDRHGIVTPAGLMNPNHYLAVAINYLFQHRPQWGKDVAVGKTLVSSAMIDRVVNDLGRKL
VEVPVGFKWFVDGLFDGSFGFGGEESAGASFLRFDGTPWSTDKDG I IMCLLAAEITAVTGK
NPQEHYNELAKRFGAPSYNRLQAAATSAQKAALSKLSPEMVSASTLAGDP ITARLTAAPGN
GASIGGLKVMTDNGWFAARPSGTEDAYKIYCESFLGEEHRKQIEKEAVE IVSEVLKNA-

En la presente invencion, todas las secuencias de aminoacidos que presentan una
identidad de secuencia de, al menos, un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 4 se
consideran variantes funcionalmente equivalentes de la proteina PGMT, es decir,
aunque comprenden distinta secuencia de aminoacidos, son capaces de catalizar
la transferencia del grupo fosfato desde el carbono 1 de la glucosa-1-fosfato al
carbono 6 de la glucosa-6-fosfato. Un ensayo para determinar si una proteina dada
es una variante funcionalmente equivalente de PGMT incluye, sin limitar a, un
ensayo de monitorizacion de la reaccion EC 5.4.2.2 (responsable de la conversion
de D-glucosa 1-fosfato en D-glucosa 6-fosfato) por la proteina dada. Llevar a cabo
la monitorizacion de la reaccion EC 5.4.2.2 por una enzima es practica de rutina

para el experto en la materia.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
PGMT comprende una secuencia de nucleétidos que presenta, al menos, un 70,
75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5.
En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
PGMT comprende, o consiste en, la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 5. No
obstante, como entiende el experto en la materia, en muchas ocasiones la

secuencia de nucleotidos tiene que ser optimizada para su expresion en un sistema
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celular distinto del de origen. Por este motivo, en otra realizacién particular, el gen
que codifica la enzima PGMT comprende, o consiste en, una secuencia de
nucledtidos, optimizados para su correcta expresién en Synechococcus sp, en
particular S. elongatus, mas en particular,S. elongatus PCC7942, que presenta una

identidad de secuencia del 100% con la secuencia SEQ ID NO: 6.

SEQ ID NO: 5:

atggcaatccacaatcgtgcaggccaacctgcacaacagagtgatttgattaacgtcgcc
caactgacggcgcaatattatgtactgaaaccagaagcagggaatgcggagcacgcggtg
aaattcggtacttccggtcaccgtggcagtgcagcgcgccacagctttaacgagccgecac
attctggcgatcgctcaggcaattgctgaagaacgtgcgaaaaacggcatcactggecct
tgctatgtgggtaaagatactcacgccctgtccgaacctgcattcatttccgttctggaa
gtgctggcagcgaacggcgttgatgtcattgtgcaggaaaacaatggcttcaccccgacg
cctgccgtttccaatgccatcctggttcacaataaaaaaggtggcccgctggcagacggt
atcgtgattacaccgtcccataacccgccggaagatggtggaatcaaatacaatccgeca
aatggtggcccggctgataccaacgtcactaaagtggtggaagacagggccaacgcactg
ctggccgatggcctgaaaggcgtgaagcgtatctccctcgacgaagcgatggeatcecggt
catgtgaaagagcaggatctggtgcagccgttcgtggaaggtctggccgatatcgttgat
atggccgcgattcagaaagcgggcctgacgctgggecgttgatccgetgggeggtteeggt
atcgaatactggaagcgtattggcgagtattacaacctcaacctgactatcgttaacgat
caggtcgatcaaaccttccgctttatgcaccttgataaagacggcgcgatccgtatggac
tgctcctccgagtgtgcgatggecgggectgectggcactgegtgataagttcgatctggeg
tttgctaacgacccggattatgaccgtcacggtatcgtcactccggcaggtttgatgaat
ccgaaccactacctggcggtggcaatcaattacctgttccagcatcgtccgecagtggggce
aaagatgttgccgtcggtaaaacgctggtttcatctgcgatgatcgaccgtgtggtcaac
gacttgggccgtaaactggtagaagtcccggtaggtttcaaatggtttgtcgatggtcetg
ttcgacggcagcttcggetttggcggcgaagagagtgcaggggcttecttectgegtttce
gacggcacgccgtggtccaccgacaaagacggcatcatcatgtgtctgctggcggcggaa
atcaccgctgtcaccggtaagaacccgcaggaacactacaacgaactggcaaaacgettt
ggtgcgccgagctacaaccgtttgcaggcagctgcgacttccgcacaaaaagcggcgetg
tctaagctgtctccggaaatggtgagcgccagcaccctggcaggtgacccgatcaccgeg
cgcctgactgctgctccgggcaacggtgcttctattggecggtctgaaagtgatgactgac
aacggctggttcgccgcgegtcecgtcaggcacggaagacgcatataagatctactgcgaa
agcttcctcggtgaagaacatcgcaagcagattgagaaagaagcggttgagattgttagce

gaagttctgaaaaacgcgtaa
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SEQID NO: 6

atggcaatccacaatcgcgcaggccaacctgcacaacagagtgatttgattaacgtcgccc
aactgacggcgcaatattatgtgctgaaaccagaagcagggaatgcggagcacgcggtgaa
attcggtacttccggtcaccggggcagtgcagcgcgccacagctttaacgagccgcacatt
ctggcgatcgctcaggcaattgctgaagaacgcgcgaaaaacggcatcactggecccttget
atgtgggtaaagatactcacgccctgtccgaacctgcattcatttccgttctggaagtgct
ggcagcgaacggcgttgatgtcattgtgcaggaaaacaatggcttcaccccgacgcctgcec
gtttccaatgccatcctggttcacaataaaaaaggtggcccgctggcagacggtatcgtga
ttacaccgtcccataacccgccggaagatggtggaatcaaatacaatccgccaaatggtgg
cccggctgataccaacgtcactaaagtggtggaggaccgggccaacgcactgctggecgat
ggcctgaaaggcgtgaagcgtatctccctcgacgaagcgatggcatccggtcatgtgaaag
agcaggatctggtgcagccgttcgtggaaggtctggccgatatcgttgatatggccgcgat
tcagaaagcgggcctgacgctgggcgttgatccgetgggeggttccggtatcgaatactgg
aagcgcattggcgagtattacaacctcaacctgactatcgttaacgatcaggtcgatcaaa
ccttccgctttatgcaccttgataaagacggcgcgatccgtatggactgctccteccgagtg
tgcgatggcgggcectgctggcactgcgtgataagttcgatctggecgtttgctaacgacccg
gattatgaccgccacggtatcgtcactccggcaggtttgatgaatccgaaccactacctgg
cggtggcaatcaattacctgttccagcatcgtccgcagtggggcaaagatgttgeccgtcgg
taaaacgctggtttcatcggcgatgatcgaccgtgtggtcaacgacttgggccgtaaactg
gtagaagtcccggtaggtttcaaatggtttgtcgatggtctgttcgacggcagcttcggect
ttggcggcgaagagagtgcaggggcttccttcctgegtttcgacggcacgecgtggtccac
cgacaaagacggcatcatcatgtgtctgctggcggcggaaatcaccgctgtcaccggtaag
aacccgcaggaacactacaacgaactggcaaaacgctttggtgcgccgagctacaaccgtt
tgcaggcagctgcgacttccgcacaaaaagcggcgctgtctaagctgtctccggaaatggt
gagcgccagcaccctggcaggtgacccgatcaccgcgcgectgactgctgctceccgggcaac
ggtgcttctattggcggtctgaaagtgatgactgacaacggctggttcgccgegegtecgt
caggcacggaagatgcatataagatctactgcgaaagtttcctcggtgaagaacatcgcaa

gcagattgagaaagaagcggttgagattgttagcgaagttctgaaaaacgcgtaa

La enzima UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa o GalU (en inglés GalU o UTP-
glucose-1-phosphate uridylyltransferase, UDP-glucose pyrophosphorylase, o
glucose-1-phosphate uridylyltransferase) es una enzima que cataliza la reaccion
entre la Glucosa-1-fosfato y el UTP para formar UDP-glucosa-2. En una realizacion
particular, la enzima GalU es la enzima GalU de E. coli. En ofra realizacion
particular, la enzima GalU comprende una secuencia de aminoacidos que presenta,
al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con
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la secuencia SEQ ID NO: 7. En otra realizaciéon particular, la enzima GalU
comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos que presenta un 100%

de identidad de secuencia con la secuencia SEQ ID NO: 7.

SEQID NO: 7:

MAAINTKVKKAV I PVAGLGTRMLPATKAIPKEMLPLVDKPLIQYVVNECIAAGITEIVLVT
HSSKNSIENHFDTSFELEAMLEKRVKRQLLDEVQS I1CPPHVT IMQVRQGLAKGLGHAVLCA
HPVVGDEPVAVILPDVILDEYESDLSQDNLAEMIRRFDETGHSQ IMVEPVADVTAYGVVDC
KGVELAPGESVPMVGVVEKPKADVAPSNLAITVGRYVLSAD IWPLLAKTPPGAGDE IQLTDA
IDMLIEKETVEAYHMKGKSHDCGNKLGYMQAFVEYGIRHNTLGTEFKAWLEEEMG I KK -

En la presente invencion, todas las secuencias de aminoacidos que presentan una
identidad de secuencia de, al menos, un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 7 se
consideran variantes funcionalmente equivalentes de la proteina GalU, es decir,
aunque comprenden distinta secuencia de aminoacidos, son capaces de catalizar
la reaccion entre la Glucosa-1-fosfato y el UTP para formar UDP-glucosa-2. Un
ensayo para determinar si una proteina dada es una variante funcionalmente
equivalente de GalU incluye, sin limitar a, un ensayo de monitorizacion de la
reaccion EC 2.7.7.9 (responsable de la transferencia de un grupo UTP a la glucosa-
1-fosfato) por la proteina dada. Llevar a cabo la monitorizacion de la reaccion EC

2.7.7.9 por una enzima es practica de rutina para el experto en la materia.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
GalU comprende una secuencia de nucleétidos que presenta, al menos, un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8. En
otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima GalU
comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 8. No obstante, como entiende
el experto en la materia, en muchas ocasiones la secuencia de nucleétidos tiene
que ser optimizada para su expresion en un sistema celular distinto del de origen.
Por este motivo, en otra realizacién particular, el gen que codifica la enzima GalU
comprende, o consiste en, una secuencia de nucleétidos, optimizados para su
correcta expresion en Synechococcus sp, en particular S. elongatus, mas en
particular, S. elongatus PCC7942, que presenta una identidad de secuencia del
100% con la secuencia SEQ ID NO: 9.
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SEQID NO: 8
atggctgccattaatacgaaagtcaaaaaagccgttatccccgttgcgggattaggaacc
aggatgttgccggcgacgaaagccatcccgaaagagatgctgccacttgtcgataagcca
ttaattcaatacgtcgtgaatgaatgtattgcggctggcattactgaaattgtgctggtt
acacactcatctaaaaactctattgaaaaccactttgataccagttttgaactggaagca
atgctggaaaaacgtgtaaaacgtcaactgcttgatgaagtgcagtctatttgtccaccg
cacgtgactattatgcaagttcgtcagggtctggcgaaaggcctgggacacgcggtattg
tgtgctcacccggtagtgggtgatgaaccggtagctgttattttgectgatgttattctg
gatgaatatgaatccgatttgtcacaggataacctggcagagatgatccgccgetttgat
gaaacgggtcatagccagatcatggttgaaccggttgctgatgtgaccgcatatggegtt
gtggattgcaaaggcgttgaattagcgccgggtgaaagcgtaccgatggttggtgtggta
gaaaaaccgaaagcggatgttgcgccgtctaatctcgctattgtgggtcgttacgtactt
agcgcggatatttggccgttgctggcaaaaacccctccgggagctggtgatgaaattcag
ctcaccgacgcaattgatatgctgatcgaaaaagaaacggtggaagcctatcatatgaaa
gggaagagccatgactgcggtaataaattaggttacatgcaggccttcgttgaatacggt
attcgtcataacacccttggcacggaatttaaagcctggcttgaagaagagatgggcatt
aagaagtaa

SEQID NO: 9
atggctgccattaatacgaaagtcaaaaaagccgttatccccgttgcgggattgggaaccc
ggatgttgccggcgacgaaagccatcccgaaagagatgctgccactggtcgataageccatt
gattcaatacgtcgtgaatgaatgtattgcggctggcattactgaaattgtgctggttaca
cactcatcgaaaaactctattgaaaaccactttgataccagttttgaactggaagcaatgc
tggaaaaacgcgtaaaacgtcaactgcttgatgaagtgcagtcgatttgtccaccgcacgt
gactattatgcaagttcgccagggtctggcgaaaggcctgggacacgecggtgttgtgtget
cacccggtcgtgggtgatgaaccggtggctgttattttgcctgatgttattctggatgaat
atgaatccgatttgtcacaggataacctggcagagatgatccgccgctttgatgaaacggg
tcatagccagatcatggttgaaccggttgctgatgtgaccgcatatggcgttgtggattgce
aaaggcgttgaattagcgccgggtgaaagcgtgccgatggttggtgtggtcgaaaaaccga
aagcggatgttgcgccgtctaatctcgctattgtgggtcgttacgtactcagcgcggatat
ttggccgttgctggcaaaaaccccteccgggagctggtgatgaaattcagctcaccgacgca
attgatatgctgatcgaaaaagaaacggtggaagcctatcatatgaaagggaagagccatg
actgcggtaataaattaggttacatgcaggccttcgttgaatacggtattcgtcataacac
ccttggcacggaatttaaagcctggcttgaagaagagatgggcattaagaagtaa

La enzima sacarosa fosfato sintasa o SPS (en inglés SPS o sucrose-phosphate
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synthase) es una enzima multifuncional que posee: i) actividad glucosiltransferasa
que sintetiza sacarosa-6-fosfato a partir de UDP-GIlc y/o ADP-Glc y Fru-6-P, vy ii)
actividad fosfohidrolasa especifica, la sacarosa-fosfato-fosfatasa (SPP); ambas
actividades, codificadas en la misma cadena polipeptidica son responsables de la
sintesis neta de la sacarosa. En una realizacion particular, la enzima SPS es la
enzima SPS de S. elongatus. En otra realizacion particular, la enzima SPS
comprende una secuencia de aminoacidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80,
85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10. En
otra realizacion particular, la enzima SPS comprende, o consiste en, una secuencia
de aminoacidos que presenta un 100% de identidad con la secuencia SEQ ID NO:
10.

SEQ ID NO: 10:

MAAQNLY I LHIQTHGLLRGQNLELGRDADTGGQTKYVLELAQAQAKSPQVQQVDI ITRQIT
DPRVSVGYSQA I EPFAPKGR I VRLPFGPKRYLRKELLWPHLYTFADAILQYLAQQKRTPTW
1QAHYADAGQVGSLLSRWLNVPL I FTGHSLGR I KLKKLLEQDWPLEE IEAQFNI1QQR I DAE
EMTLTHADWIVASTQQEVEEQYRVYDRYNPERKLV I PPGVDTDRFRFQPLGDRGVVLQQEL
SRFLRDPEKPQILCLCRPAPRKNVPALVRAFGEHPWLRKKANLVLVLGSRQD INQMDRGSR
QVFQE I FHLVDRYDLYGSVAYPKQHQADDVPEFYRLAAHSGGVFVNPALTEPFGLTILEAG
SCGVPVVATHDGGPQE I LKHCDFGTLVDVSRPAN IATALATLLSDRDLWQCYHRNG I EKVP
AHYSWDQHVNTLFERMETVALPRRRAVSFVRSRKRL I DAKRLVVSD IDNTLLGDRQGLENL
MTYLDQYRDHFAFG I ATGRRLDSAQEVLKEWGVPSPNFWVTSVGSE IHYGTDAEPD I SWEK
HINRNWNPQR I RAVMAQLPFLELQPEEDQTPFKVSFFVRDRHETVLREVRQHLRRHRLRLK
SI1YSHQEFLDILPLAASKGDAIRHLSLRWR I PLEN I LVAGDSGNDEEMLKGHNLGVVVGNY
SPELEPLRSYERVYFAEGHYANG I LEALKHYRFFEAIA-

En la presente invencion, todas las secuencias de aminoacidos que presentan una
identidad de secuencia de, al menos, un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 10 se
consideran variantes funcionalmente equivalentes de la proteina SPS, es decir,
aunque comprenden distinta secuencia de aminoéacidos, son capaces de actuar
como una glucosiltransferasa que sintetiza sacarosa-6-fosfato a partir de UDP-Glc
y/o ADP-Glc y Fru-6-P. Un ensayo para determinar si una proteina dada es una
variante funcionalmente equivalente de SPS incluye, sin limitar a, un ensayo de
monitorizacién de las actividades EC 2.4.1.12 y EC 3.1.3.24 en la misma cadena

polipeptidica (responsables de la produccion de sacarosa a partir de fructosa-6-P y
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ADP/UDP-glucosa) por la proteina dada. Llevar a cabo la monitorizacién de las
actividades EC 2.4.1.12 y EC 3.1.3.24 por una enzima es practica de rutina para el

experto en la materia.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
SPS comprende una secuencia de nucleétidos que presenta, al menos, un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11.
En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
SPS comprende la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 11. No obstante, como
entiende el experto en la materia, en muchas ocasiones la secuencia de nucleétidos
tiene que ser optimizada para su expresion en un sistema celular. Por este motivo,
en otra realizacion particular, el gen que codifica la enzima PSP comprende, o
consiste en, una secuencia de nucleétidos, optimizados para su correcta expresion
en Synechococcus sp, en particular S. elongatus, mas en particular, S. elongatus
PCC7942, que presenta una identidad de secuencia del 100% con la secuencia
SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 11:

gtggcagctcaaaatctctacattctgcacattcagacccatggtctgctgcgagggeag
aacttggaactggggcgagatgccgacaccggcgggcagaccaagtacgtcttagaactg
gctcaagcccaagctaaatccccacaagtccaacaagtcgacatcatcacccgccaaatc
accgacccccgcgtcagtgttggttacagtcaggcgatcgaaccctttgcgcccaaaggt
cggattgtccgtttgccttttggccccaaacgctacctccgtaaagagctgetttggecc
catctctacacctttgcggatgcaattctccaatatctggctcagcaaaagcgcaccccg
acttggattcaggcccactatgctgatgctggccaagtgggatcactgctgagtcgetgg
ttgaatgtaccgctaattttcacagggcattctctggggcggatcaagctaaaaaagcetg
ttggagcaagactggccgcttgaggaaattgaagcgcaattcaatattcaacagcgaatt
gatgcggaggagatgacgctcactcatgctgactggattgtcgccagcactcagcaggaa
gtggaggagcaataccgcgtttacgatcgctacaacccagagcgcaagcttgtcattcca
ccgggtgtcgataccgatcgcttcaggtttcagecccttgggcgatcgeggtgttgttcte
caacaggaactgagccgctttctgcgcgacccagaaaaacctcaaattctctgectctgt
cgccccgcacctcgcaaaaatgtaccggcgctggtgecgagectttggecgaacatcecttgg
ctgcgcaaaaaagccaaccttgtcttagtactgggcagccgccaagacatcaaccagatg
gatcgcggcagtcggcaggtgttccaagagattttccatctggtcgatcgctacgacctc
tacggcagcgtcgcctatcccaaacagcatcaggctgatgatgtgccggagttctatcge
ctagcggctcattccggecggggtattcgtcaatccggecgctgaccgaaccttttggtttg
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acaattttggaggcaggaagctgcggcgtgccggtggtggcaacccatgatggcggeccce
caggaaattctcaaacactgtgatttcggcactttagttgatgtcagccgacccgctaat
atcgcgactgcactcgccaccctgctgagcgatcgcgatctttggcagtgctatcaccgce
aatggcattgaaaaagttcccgcccattacagctgggatcaacatgtcaataccctgttt
gagcgcatggaaacggtggctttgcctcgtcgtegtgectgtcagtttcgtacggagtecgce
aaacgcttgattgatgccaaacgccttgtcgttagtgacatcgacaacacactgttgggc
gatcgtcaaggactcgagaatttaatgacctatctcgatcagtatcgcgatcattttgcc
tttggaattgccacggggcgtcgectagactctgecccaagaagtcttgaaagagtggggce
gttccttcgceccaaacttctgggtgacttccgtcggcagecgagattcactatggcaccgat
gctgaaccggatatcagctgggaaaagcatatcaatcgcaactggaatcctcagcgaatt
cgggcagtaatggcacaactaccctttcttgaactgcagccggaagaggatcaaacaccc
ttcaaagtcagcttctttgtccgcgatcgccacgagactgtgctgcgagaagtacggcaa
catcttcgccgccatcgectgecggctgaagtcaatctattcccatcaggagtttcttgac
attctgccgctagctgcctcgaaaggggatgcgattcgceccacctctcactccgetggegg
attcctcttgagaacattttggtggcaggcgattctggtaacgatgaggaaatgctcaag
ggccataatctcggcgttgtagttggcaattactcaccggaattggagccactgcgecagce
tacgagcgcgtctattttgctgagggccactatgctaatggcattctggaagccttaaaa
cactatcgcttttttgaggcgatcgcttaa

SEQ ID NO: 12:

ATGGCAGCTCAAAatctctacattctgcacattcagacccatggtctgctgcgagggcaga
acttggaactggggcgagatgccgacaccggcgggcagaccaagtacgtcttagaactggce
tcaagcccaagctaaatccccacaagtccaacaagtcgatatcatcacccgccaaatcacc
gacccccgegtcagtgttggttacagtcaggcgatcgaaccctttgcgecccaaaggtcgga
ttgtccgtttgecttttggccccaaacgctaccteccgtaaagagctgetttggecccatct
ctacacctttgcggatgcaattctccaatatctggctcagcaaaagcgcaccccgacttgg
attcaggcccactatgctgatgctggccaagtgggatcactgctgagtcgctggttgaatg
taccgctaattttcacagggcattctctggggcggatcaagctaaaaaagctgttggagca
agactggccgcttgaggaaattgaagcgcaattcaatattcaacagcgaattgatgcggag
gagatgacgctcactcatgctgactggattgtcgccagcactcagcaggaagtggaggagc
aataccgcgtttacgatcgctacaacccagagcgcaagctggtcattccaccgggtgtcga
taccgatcgcttcaggtttcagcccttgggcgatcgecggtgttgttctccaacaggaactg
agccgctttctgcgcgacccagaaaaacctcaaattctctgcecctctgtcgeccccgcaccte
gcaaaaatgtaccggcgctggtgcgagcctttggcgaacatccttggctgcgcaaaaaagce
caaccttgtcttagtactgggcagccgccaagacatcaaccagatggatcgcggcagtcgg
caggtgttccaagagattttccatctggtcgatcgctacgacctctacggcagcgtcgect
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atcccaaacagcatcaggctgatgatgtgccggagttctatcgectagcggctcattccgg
cggggtattcgtcaatccggcgctgaccgaaccttttggtttgacaattttggaggcagga
agctgcggcegtgecggtggtggcaacccatgatggcggecccccaggaaattctcaaacact
gtgatttcggcactttagttgatgtcagccgacccgctaatatcgcgactgcactcgecac
cctgctgagcgatcgcgatctttggcagtgctatcaccgcaatggcattgaaaaagttccc
gcccattacagctgggatcaacatgtcaataccctgtttgagcgcatggaaacggtggett
tgcctcgtcegtegtgectgtcagtttecgtacggagtcgcaaacgcttgattgatgccaaacy
ccttgtcgttagtgacatcgacaacacactgttgggcgatcgtcaaggactcgaaaattta
atgacctatctcgatcagtatcgcgatcattttgcctttggaattgccacggggcgtcgec
tagactctgcccaagaagtcttgaaagagtggggcgttccttcgeccaaacttctgggtgac
ttccgtcggcagcgagattcactatggcaccgatgctgaaccggatatcagctgggaaaag
catatcaatcgcaactggaatcctcagcgcattcgggcagtaatggcacaactaccctttc
ttgaactgcaaccggaagaggatcaaacacccttcaaagtcagcttctttgtccgcgatcg
ccacgagactgtgctgcgagaagtacggcaacatcttcgccgccatcgectgcggetgaag
tcaatctattcccatcaggagtttcttgacattctgccgctggctgectcgaaaggggatg
cgattcgccacctctcactccgctggecggattectcttgagaacattttggtggcaggcga
ttctggtaacgatgaggaaatgctcaagggccataatctcggcgttgtagttggcaattac
tcaccggaattggagccactgcgcagctacgagcgcgtctattttgctgagggccactatg
ctaatggcattctggaagccttaaaacactatcgcttttttgaggcgatcgcttaa

Alternativamente, la enzima PSP puede ser reemplazada por las enzimas
encargadas de realizar cada una de las actividades enzimaticas que presenta la
enzima PSP, es decir, una enzima con actividad glucosiltransferasa que sintetiza
sacarosa-6-fosfato a partir de UDP-Glc y/o ADP-GIc y Fru-6-P, y otra enzima con
actividad fosfohidrolasa especifica. Enzimas con actividad glucosiltransferasa, asi
como enzimas con actividad fosfohidrolasa, son conocidas en el estado de la
técnica, e igualmente la secuencia de nucleétidos que las codifica puede ser
optimizada para su expresiéon en Synechococcus sp., en particular S. elongatus,

mas en particular, S. elongatus PCC7942.

Un transportador de sacarosa a traveés de la membrana celular. Ejemplos de
transportadores de sacarosa incluyen, sin limitar a, SoSUT1 (transportador de
sacarosa procedente de la espinaca (Spinacea oleracea)), OsSUT1, OsSUT2,
OsSUT3, OsSUT4 y OsSUT5 (transportadores de sacarosa procedentes del arroz
(Oryza sativa)), HvSUT1 y HvSUT2 (transportadores de sacarosa procedentes de
la cebada (Hordeum vulgare)), TaSUT1A, TaSUT1B y TaSUT1D (transportadores
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de sacarosa procedentes del trigo (Triticum aestivum)), AcSUT1 (transportador de
sacarosa procedente de la pifia (Anana comosus)), BoSUT1 (transportador de
sacarosa procedente de bambu (Bambusa oldhamii)), y SbSUT1 y SbSUT4
(transportadores de sacarosa procedentes de sorgo (Sorghum bicolor)). Las
secuencias de nucleétidos y aminoacidos correspondientes a estos transportadores
de sacarosa estan disponibles en bases de datos publicas accesibles al experto en

la materia.

En una realizacion particular, el transportador de sacarosa es la permeasa de
sacarosa o CSCB. La permeasa de sacarosa o CSCB (en inglés CSCB o sucrose
permease) es responsable del transporte de sacarosa junto con la importaciéon
simultanea de protones. Este transportador presenta la ventaja de que es funcional
en condiciones de pH alcalino, lo que le convierte en el transportador de sacarosa
Optimo para su uso por las cianobacterias, en particular, por S. elongatus PCC7942.
En una realizacién particular, la proteina CSCB es la proteina CSCB de E. coli. En
otra realizacion particular, la proteina CSCB comprende una secuencia de
aminoacidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 13. En otra realizacion particular, la
proteina CSCB comprende, o consiste en, una secuencia de nucleétidos que

presenta un 100% de identidad de secuencia con la secuencia SEQ ID NO: 13.

SEQ ID NO: 13:

MALNIPFRNAYYRFASSYSFLFF I SWSLWWSLYAIWLKGHLGLTGTELGTLYSVNQFTSIL
FMMFYGIVQDKLGLKKPLIWCMSFILVLTGPFMIYVYEPLLQSNFSVGL ILGALFFGLGYL
AGCGLLDSFTEKMARNFHFEYGTARAWGSFGYAIGAFFAGIFFSISPHINFWLVSLFGAVF
MM INMRFKDKDHQCVAADAGGVKKEDF IAVFKDRNFWVFVIFIVGTWSFYN 1 FDQQLFPVF
YSGLFESHDVGTRLYGYLNSFQVVLEALCMAIL IPFFVNRVGPKNALLIGVVIMALRILSCA
LFVNPWI I SLVKLLHATEVPLCVISVFKYSVANFDKRLSSTIFLIGFQIASSLGIVLLSTP
TGILFDHAGYQTVFFAISGIVCLMLLFGIFFLSKKREQIVMETPVPSAL -

En la presente invencion, todas las secuencias de aminoacidos que presentan una
identidad de secuencia de, al menos, un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 13 se
consideran variantes funcionalmente equivalentes de la proteina CSCB, es decir,
aunque comprenden distinta secuencia de aminoacidos, son capaces de

transportar sacarosa junto con la simultanea importacion de protones. Un ensayo
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para determinar si un transportador dado es una variante funcionalmente
equivalente del transportador CSCB incluye, sin limitar a, un ensayo de
monitorizacion de la reaccion de transporte 2.A.1.5.3 por la proteina dada. Llevar a
cabo la monitorizacion de la reaccion de transporte 2.A.1.5.3 por una proteina

transportadora es practica de rutina para el experto en la materia.

En otra realizacion particular, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina
CSCB comprende una secuencia de nucleétidos que presenta, al menos, un 70, 75,
80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 14.
En otra realizacion particular, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina
CSCB comprende, o consiste en, la secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 14. No
obstante, como entiende el experto en la materia, en muchas ocasiones la
secuencia de nucleotidos tiene que ser optimizada para su expresion en un sistema
celular distinto del de origen. Por este motivo, en otra realizacién particular, el gen
que codifica la enzima CSCB comprende, o consiste en, una secuencia de
nucledtidos, optimizados para su correcta expresién en Synechococcus sp, en
particular S. elongatus, mas en particular, S. elongatus PCC7942, que presenta un

100% de identidad de secuencia con la secuencia SEQ ID NO: 15.

SEQ ID NO: 14

atggcactgaatattccattcagaaatgcgtactatcgttttgcatccagttactcattt
ctcttttttatttcctggtcgctgtggtggtecgttatacgctatttggctgaaaggacat
ctagggttgacagggacggaattaggtacactttattcggtcaaccagtttaccagcatt
ctatttatgatgttctacggcatcgttcaggataaactcggtctgaagaaaccgctcatc
tggtgtatgagtttcatcctggtcttgaccggaccgtttatgatttacgtttatgaaccg
ttactgcaaagcaatttttctgtaggtctaattctgggggcgctattttttggcttgggg
tatctggcgggatgcggtttgcttgatagcttcaccgaaaaaatggcgcgaaattttcat
ttcgaatatggaacagcgcgcgcctggggatcttttggectatgectattggecgegttettt
gccggcatattttttagtatcagtccccatatcaacttctggttggtctecgetatttgge
gctgtatttatgatgatcaacatgcgttttaaagataaggatcaccagtgcgtagcggca
gatgcgggaggggtaaaaaaagaggattttatcgcagttttcaaggatcgaaacttctgg
gttttcgtcatatttattgtggggacgtggtctttctataacatttttgatcaacaactt
tttcctgtcttttattcaggtttattcgaatcacacgatgtaggaacgcgcctgtatggt
tatctcaactcattccaggtggtactcgaagcgctgtgcatggcgattattcctttcttt
gtgaatcgggtagggccaaaaaatgcattacttatcggagttgtgattatggcgttgegt
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atcctttcctgcgcgctgttcgttaaccecctggattatttcattagtgaagttgttacat
gccattgaggttccactttgtgtcatatccgtcttcaaatacagcgtggcaaactttgat
aagcgcctgtcgtcgacgatctttctgattggttttcaaattgccagttcgettgggatt
gtgctgctttcaacgccgactgggatactctttgaccacgcaggctaccagacagttttc
ttcgcaatttcgggtattgtctgcctgatgttgctatttggcattttcttcttgagtaaa

aaacgcgagcaaatagttatggaaacgcctgtaccttcagcaatatag

SEQ ID NO: 15

atggcactgaatattccattccgaaatgcgtactatcgttttgcatccagttactcgtttc
tcttttttatttcctggtcgetgtggtggtecgttgtacgectatttggctgaaaggacatct
agggttgacagggacggaattaggtacactgtattcggtcaaccagtttaccagcattcta
tttatgatgttctacggcatcgttcaggataaactcggtctgaagaaaccgctcatctggt
gtatgagtttcatcctggtcttgaccggaccgtttatgatttacgtttatgaaccgttgct
gcaaagcaatttttctgtgggtctaattctgggggcgctattttttggcttggggtatctg
gcgggatgcggtttgcttgatagcttcaccgaaaaaatggcgcgaaattttcatttcgaat
atggaacagcgcgcgcctggggatcttttggctatgctattggecgegttctttgecggeat
cttttttagtatcagtccccatatcaacttctggttggtgtcgctatttggecgetgtattt
atgatgatcaacatgcgttttaaagataaggatcaccagtgcgtagcggcagatgcgggag
gggtcaaaaaagaggattttatcgcagttttcaaggatcgaaacttctgggttttcgtcat
ctttattgtggggacgtggtctttctataacatttttgatcaacaactgtttcctgtcttt
tattcaggtttattcgaatcgcacgatgtaggaacgcgcctgtatggttatctcaactcat
tccaggtggtcctcgaagcgetgtgcatggcgattattecctttetttgtgaatcgggtggg
gccaaaaaatgcattacttatcggagttgtgattatggcgttgcgtatcctgtcctgegeg
ctgttcgttaacccctggattatttcattggtgaagttgttacatgccattgaggttccac
tttgtgtcatctccgtgttcaaatacagcgtggcaaactttgataagcgcctgtcgtccac
gatctttctgattggttttcaaattgccagttcgcttgggattgtgctgctttcgacgecyg
actgggattctctttgaccacgcaggctaccagacagttttcttcgcaatttcgggtattg
tctgcctgatgttgctatttggcattttcttcttgagtaaaaaacgcgagcaaatcgttat

ggaaacgcctgtaccttcagcaatctag

En la presente invencion, el término "variante" significa un polipéptido o proteina que
tiene la misma actividad que un polipéptido o proteina de referencia, pero que
comprende una alteracion en la secuencia de aminoacidos, es decir, una sustitucion,
insercion y/o delecidn, en una o mas (p.ej., varias) posiciones. Una sustitucion significa
el reemplazo del aminoacido que ocupa una posicién con un aminoacido diferente; una

delecidn significa la delecion del aminoacido que ocupa una posicién; y una insercion
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significa agregar un aminoacido adyacente e inmediatamente después del aminoacido
que ocupa una posicion. Los cambios en los aminoacidos pueden ser de una naturaleza
menor, es decir, sustituciones o inserciones de aminoacidos conservadoras que no
afectan significativamente al plegamiento y/o la actividad del polipéptido/de la proteina;
pequefias deleciones, tipicamente de 1-30 aminoacidos; pequefias extensiones amino
o carboxilo-terminales, tales como un residuo de metionina amino-terminal; un péptido
enlazador pequefio de hasta 20-25 residuos; o una pequefa extension que facilita la
purificacién cambiando la carga neta u otra funcién, como una cola de polihistidina, un
epitopo antigénico o un dominio de unioén. Los ejemplos de sustituciones conservadoras
estdn dentro de los grupos de aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina),
aminodacidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y
asparagina), aminodacidos hidrofobos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y aminoacidos pequefios (glicina, alanina,
serina, treonina y metionina). Las sustituciones de aminoacidos que generalmente no
alteran la actividad especifica son conocidas en la técnica. Las sustituciones comunes
son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly.

En el contexto de la presente invenciéon también se contemplan fragmentos de las
proteinas codificadas por las secuencias de nucleétidos de la invencion, siempre y
cuando dichos fragmentos puedan desempenfar la funcion de la proteina completa. Asi,
el término "fragmento" se refiere a una proteina o polipéptido con uno o mas (por
ejemplo, varios) aminoacidos ausentes del terminal amino y/o carboxilo de la proteina o
el polipéptido; donde el fragmento tiene la actividad de la proteina completa. Ensayos
para averiguar si un fragmento de una proteina tiene la misma actividad/funcion que la
proteina completa han sido descritos en parrafos anteriores para el caso de las variantes

de las proteinas.

En la presente invencion, se entiende por “identidad” o “identidad de secuencia” al grado
de similitud entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos obtenido mediante el
alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. Dependiendo del nimero de residuos
comunes entre las secuencias alineadas, se obtendra un grado de identidad expresado
en tanto por ciento. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede
determinarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estandar

de alineamiento de secuencias conocidos en el estado de la técnica, como por ejemplo

22



10

15

20

25

30

35

ES 2 844 298 B2

BLAST. Los programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX, and TBLASTX,
BLASTP and TBLASTN, son de dominio publico en la pagina web de The National

Center for Biotechonology Information (NCBI).

Una caracteristica de la cianobacteria de la invencion es que las secuencias de
nucledtidos (i) a (v) citadas arriba estan sobreexpresadas con respecto a una
cianobacteria no recombinante o wild type, y las secuencias de nucleotidos (i), (ii), (i) y

(v) son heterélogas.

En la presente invencién se entiende por “heterdloga” a aquella secuencia de
nucledétidos (o aminoacidos) que deriva o procede de una especie distinta de la especie
de referencia. En el contexto de la presente invencion, la especie de referencia es S.

elongatus.

Tal como se ha indicado en parrafos anteriores, los codones de las secuencias de
nucledtidos de la invencion pueden estar optimizados para su expresion en
cianobacterias, es decir, la secuencia de nucledtidos ha sido alterada con respecto a la
secuencia de nucledtidos original de forma que uno 0 mas codones de la secuencia de
nucleoétidos han sido cambiados a un codon diferente que codifica el mismo aminoacido,
pero que es utilizado con mas frecuencia por la célula huésped (en la presente
invencién, una cianobacteria) que el codén original. La degeneraciéon del coédigo
genético hace que todos los aminoacidos excepto metionina y triptéfano estén
codificados por mas de un conddn. Por ejemplo, arginina, leucina y serina estan
codificados por 6 codones diferentes, pero muchos organismos usan ciertos codones
con mas frecuencia que otros. Como las secuencias de nucledtidos de la invencién son
heterélogas a la célula huésped, cabe la posibilidad de optimizar la secuencia de

nucledtidos para su expresion en cianobacterias.

Las secuencias de nucleétidos de la invencién pueden formar de parte de una o mas
construcciones genéticas que seran introducidas en una cianobacteria para obtener la
cianobacteria de la invencion. La introduccion de las secuencias de nucledtidos de la
invencién o de la construccidon/es génica/s que comprenden dichas secuencias de
nucleodtidos puede realizarse mediante el empleo de un vector, por ejemplo, un vector
de expresion. Por lo tanto, la presente invencién también se relaciona con una

construccion génica que comprende, al menos, una secuencia de nucleétidos de la
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invencion. La construccidn génica puede comprender, ademas, los elementos
necesarios para la expresion de la/s secuencia/s de nucledétidos de la invencion. Dichos
elementos incluyen, sin limitar a, promotores, terminadores de la transcripcion,
marcadores de seleccion, origenes de replicacion, potenciadores de la expresion
(enchancers) y sitios de unién a ribosomas (RBS). Terminadores alternativos de la
transcripcion incluyen el terminador T1 del operon rrnB de E. coli y TO del fago lamda,
TE del colifago T7, entre otros. Alternativos RBS incluyen aquellos de la libreria
Anderson, desde BBa_J61100 hasta BBa_J61139.

Una o mas de las secuencias de nucleétidos de la invencién pueden estar unidas
operativamente con un promotor que puede actuar en las cianobacterias hospedadoras.
Preferentemente, el promotor puede actuar de forma eficiente en las cianobacterias y
en bacterias, tales como E. coli. La seleccion del promotor puede permitir la expresion
de un producto génico deseado en una diversidad de condiciones. Los promotores
pueden seleccionarse para una funcion 6ptima en una cianobacteria, de manera que se
inserte la construccion del vector. Los promotores pueden seleccionarse también
basandose en sus caracteristicas reguladoras. Los ejemplos de dichas caracteristicas

incluyen mejora de la actividad de transcripcion e inducibilidad.

El promotor puede ser un promotor inducible. Por ejemplo, el promotor puede inducirse
de acuerdo con la temperatura, el pH, una hormona, un metabolito (por ejemplo, lactosa,
manitol, un aminoacido), la luz (por ejemplo, longitud de onda especifica), un metal
pesado o un antibidtico. Los expertos en la materia conocen numerosos promotores

inducibles estandar.

El promotor puede ser un promotor inducible por temperatura. Por ejemplo, el promotor
Lambda es un promotor inducible por temperatura que puede actuar en cianobacterias.
En cianobacterias, el promotor Lambda alcanza su actividad maxima aproximadamente
a entre 30°C y 35°C, un intervalo de temperatura de crecimiento ideal para las
cianobacterias y un intervalo mucho menor que la expresion éptima del promotor
Lambda en E. coli. Asi, el promotor Lambda proporciona una expresion efectiva de la

actividad biosintética de disacaridos en las cianobacterias.

Los ejemplos de promotores que pueden insertarse en la construccion génica incluyen,

pero no se limitan a, a los promotores de los genes carB, nirA, psbAll, cpcB, cpty sus
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variantes sintéticas, dnaK y kaiA. En una realizacion particular, el promotor es el
promotor Ptrc. El promotor Ptrc es un promotor hibrido de los promotores lac y trp, que
comprende la secuencia operadora lacO a la que se une el represor Lacl. El represor
se une al operador y con alta especificidad e inhibe la expresion hasta que el inductor
como la alolactosa o el IPTG se afiade al medio. El inductor se une al represor y éste
no puede unirse al operador, permitiendo a la ARN polimerasa que se una al promotor

e inicie la transcripcion de la/s secuencia/s de nucleétidos controlados por el promotor.

Los marcadores de seleccion son ampliamente conocidos en el estado de la técnica.
Estos marcadores de seleccion, o genes de seleccidn, pueden ser genes de resistencia
a antibidticos, genes reporteros, como el gen que codifica la beta-galactosidasa del
operon lactosa, etc. Entre los genes que confieren resistencia a antibiéticos se incluyen,
sin limitar a, ampicilina, tetraciclina, kanamicina, higromicina, gentamicina, etc. Los
marcadores permiten la seleccién de las células transformadas satisfactoriamente que
crecen en un medio que contiene el antibidtico correspondiente porque llevan el gen de
resistencia apropiado. En una realizacién particular de la presente invencién, la
construccion comprende el gen de resistencia a gentamicina o el gen de resistencia a

cloranfenicol.

Por otro lado, las secuencias de nucleétidos de la invencidon pueden agruparse para
estar bajo el control del mismo promotor, dando lugar asi a operones. Tal como se ha
explicado anteriormente, en la presente invencién se entiende por “operéon” a la unidad
genética funcional formada por un grupo de genes capaces de ejercer una regulacion
de su propia expresion por medio de los sustratos con los que interactuan las proteinas
codificadas por sus genes. Asi, en una realizacion particular de la cianobacteria de la
invencion, la sobreexpresion de las secuencias de nucleétidos (i), (i) y (iii) de la
invencidn esta bajo el control de un operéon “A” que comprende un promotor funcional
en cianobacterias, y/o la sobreexpresion de las secuencias de nucledtidos (iv), y (v) esta
bajo el control de un operdn “B” que comprende un promotor funcional en cianobacterias
(promotor igual o distinto del anterior). En una realizacion particular, el operén “A”
comprende, o consiste en, la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 19 y/o en otra
realizacién particular, el operén “B” comprende, o consiste en, la secuencia de
nucleotidos SEQ ID NO: 20.

SEQ ID NO: 19:
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aggagctccaccgatcaagcttttgacataagcctgttcggttcgtaaactgtaatgcaagtag
cgtatgcgctcacgcaactggtccagaaccttgaccgaacgcagcggtggtaacggcegcagtgg
cggttttcatggcttgttatgactgtttttttgtacagtctatgcctcgggcatccaagcagca
agcgcgttacgccgtgggtcgatgtttgatgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagcaa
cgatgttacgcagcagggcagtcgccctaaaacaaagttaggtggctcaagtatgggcatcatt
cgcacatgtaggctcggccctgaccaagtcaaatccatgcgggctgctcttgatcttttcggte
gtgagttcggagacgtagccacctactcccaacatcagccggactccgattacctcgggaactt
gctccgtagtaagacattcatcgcgcttgctgecttcgaccaagaagecggttgttggegetcte
gcggcttacgttctgcccaggtttgagcagccgegtagtgagatctatatctatgatctcgeag
tctccggcgagcaccggaggcagggcattgccaccgcgcetcatcaatctecctcaagcatgaggce
caacgcgcttggtgcttatgtgatctacgtgcaagcagattacggtgacgatcccgcagtggcet
ctctatacaaagttgggcatacgggaagaagtgatgcactttgatatcgacccaagtaccgcca
cctaacaattcgttcaagccgagatcggcttcccggecgecggagttgttcggtaaattgtcaca
acgccgcggccggatccggtaccctgaaatgagctgttgacaattaatcatccggctcgtataa
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacactactagagtagtggaggttactaaatgaaa
aacatcaatccaacgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgatgaaatgaaag
acgttacgatcgccgatctttttgctaaagacggcgatcgcttttctaagttctccgcaacctt
cgacgatcagatgctggtggattactccaaaaaccgcatcactgaagagacgctggcgaaatta
caggatctggcgaaagagtgcgatctggcgggcgcgattaagtcgatgttctcgggecgagaaga
tcaaccgcactgaaaaccgcgccgtgctgcacgtggcgectgcgtaaccgcagcaataccccgat
tttggttgatggcaaagacgtcatgccggaagtcaacgcggtgctggagaagatgaaaaccttc
tcagaagcgattatttccggtgagtggaaaggttataccggcaaagcaatcactgacgtagtga
acatcgggatcggcggttcggacctcggcccatacatggtgaccgaagctctgcggecgtacaa
aaaccacctgaacatgcactttgtttctaacgtcgatgggactcacatcgcggaagtgctgaaa
aaagtgaacccggaaaccacgctgttcttggtagcatcgaaaaccttcaccactcaggaaacta
tgaccaacgcccatagcgcgegtgactggttcctgaaagcggcaggtgatgaaaaacacgttge
aaaacactttgcggcgctttccaccaatgccaaageccgttggcgagtttggtattgatactgec
aacatgttcgagttctgggactgggttggcggccggtactctttgtggtcagcgattggectgt
cgattgttctctccatcggctttgataacttcgttgaactgctttccggcgcacacgcgatgga
caagcatttctccaccacgcctgccgagaaaaacctgcectgtcctgectggegctgattggecate
tggtacaacaatttctttggtgcggaaactgaagcgattctgccgtatgaccagtatatgcacc
gtttcgcggcgtacttccagcagggcaatatggagtccaacggtaagtatgttgaccgtaacgg
taacgttgtggattaccagactggcccgattatctggggtgaaccaggcactaacggtcagcac
gcgttctaccagctgatccaccagggaaccaaaatggtgccgtgcgatttcatcgectccggcta
tcacccataacccgctctctgatcatcaccagaaactgctgtcgaacttcttcgecccagaccga

agcgctggcgtttggtaaatcccgcgaagtggttgagcaggaatatcgcgatcagggtaaagat
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ccggcaacgcttgactacgtggtgccgttcaaagtattcgaaggtaaccgcccgaccaactcca
tcctgctgcgtgaaatcactccgttcagectgggtgcgttgattgegetgtatgagcacaaaat
ctttactcagggcgtgatcctgaacatcttcaccttcgaccagtggggcgtggaactgggtaaa
cagctggcgaaccgtattctgccagagctgaaagatgataaagaaatcagcagccacgatagcet
cgaccaatggtctgattaaccgctataaagcgtggcgcggttaataaaatgagagtagtggagg
ttactaaatggcaatccacaatcgcgcaggccaacctgcacaacagagtgatttgattaacgtc
gcccaactgacggcgcaatattatgtgctgaaaccagaagcagggaatgcggagcacgcggtga
aattcggtacttccggtcaccggggcagtgcagcgcgccacagctttaacgageccgcacattct
ggcgatcgctcaggcaattgctgaagaacgcgcgaaaaacggcatcactggcccttgetatgtg
ggtaaagatactcacgccctgtccgaacctgcattcatttccgttctggaagtgctggcagcga
acggcgttgatgtcattgtgcaggaaaacaatggcttcaccccgacgcctgccgtttccaatge
catcctggttcacaataaaaaaggtggcccgctggcagacggtatcgtgattacaccgtcccat
aacccgccggaagatggtggaatcaaatacaatccgccaaatggtggcccggctgataccaacg
tcactaaagtggtggaggaccgggccaacgcactgctggccgatggecctgaaaggcgtgaageg
tatctccctcgacgaagcgatggcatccggtcatgtgaaagagcaggatctggtgcagecgttce
gtggaaggtctggccgatatcgttgatatggccgecgattcagaaagcgggcctgacgcetgggeg
ttgatccgctgggcggttccggtatcgaatactggaagecgcattggcgagtattacaacctcaa
cctgactatcgttaacgatcaggtcgatcaaaccttccgctttatgcaccttgataaagacgge
gcgatccgtatggactgctcctccgagtgtgcgatggecgggectgetggcactgegtgataagt
tcgatctggcegtttgctaacgacccggattatgaccgccacggtatcgtcactccggcaggttt
gatgaatccgaaccactacctggcggtggcaatcaattacctgttccagcatcgtccgcagtgg
ggcaaagatgttgccgtcggtaaaacgctggtttcatcggcgatgatcgaccgtgtggtcaacg
acttgggccgtaaactggtagaagtcccggtaggtttcaaatggtttgtcgatggtctgttcga
cggcagcttcggctttggcggcgaagagagtgcaggggcttecttectgegtttcgacggcacy
ccgtggtccaccgacaaagacggcatcatcatgtgtctgctggcggcggaaatcaccgetgtca
ccggtaagaacccgcaggaacactacaacgaactggcaaaacgctttggtgcgccgagctacaa
ccgtttgcaggcagctgcgacttccgcacaaaaagcggcgctgtctaagctgtctccggaaatg
gtgagcgccagcaccctggcaggtgacccgatcaccgcecgcgcectgactgectgectccgggcaacg
gtgcttctattggcggtctgaaagtgatgactgacaacggctggttcgccgecgegtecgtcagg
cacggaagatgcatataagatctactgcgaaagtttcctcggtgaagaacatcgcaagcagatt
gagaaagaagcggttgagattgttagcgaagttctgaaaaacgcgtaataaaggtagagtagtg
gaggttactaaatggctgccattaatacgaaagtcaaaaaagccgttatccccgttgegggatt
gggaacccggatgttgccggcgacgaaagccatcccgaaagagatgctgceccactggtcgataag
ccattgattcaatacgtcgtgaatgaatgtattgcggctggcattactgaaattgtgctggtta
cacactcatcgaaaaactctattgaaaaccactttgataccagttttgaactggaagcaatgct

ggaaaaacgcgtaaaacgtcaactgcttgatgaagtgcagtcgatttgtccaccgcacgtgact
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attatgcaagttcgccagggtctggcgaaaggcctgggacacgcggtgttgtgtgctcacccgg
tcgtgggtgatgaaccggtggctgttattttgecctgatgttattctggatgaatatgaatccga
tttgtcacaggataacctggcagagatgatccgccgctttgatgaaacgggtcatagccagatc
atggttgaaccggttgctgatgtgaccgcatatggcgttgtggattgcaaaggcgttgaattag
cgccgggtgaaagcgtgceccgatggttggtgtggtcgaaaaaccgaaagcggatgttgegecgte
taatctcgctattgtgggtcgttacgtactcagcgcggatatttggccgttgctggcaaaaacc
cctccgggagctggtgatgaaattcagctcaccgacgcaattgatatgctgatcgaaaaagaaa
cggtggaagcctatcatatgaaagggaagagccatgactgcggtaataaattaggttacatgca
ggccttcgttgaatacggtattcgtcataacacccttggcacggaatttaaagecctggcttgaa
gaagagatgggcattaagaagtaataaaggtccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcga
aagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctctctactagagtcacactgg
ctcaccttcgggtgggcectttctgcgtttatagtcgacctcgagggggggcccggtaccttctg

SEQ ID NO: 20:

GATCTGTTTTTGTTCCTGCAATGACCATTGCTGAGGAGTTCCCATGAAAATCAAGTCATCGATT
TCTGTGCTCGCTGCGATATTTTCCTGCTTAACCGCTGAAAGTACGTCCATATAAATGCCTCTAT
TAGTTAGCGCTATCGCGCGAAAAGAATGGTGATATAAGGGGCATCGCTGCCCCTTCAGCATCAG
TTAAACGTATTTAAATGGCCACTAGTAGGTGGGGTACCCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATC
ATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACTACTAGAGTAGTGGA
GGTTACTAAATGGCAGCTCAAAatctctacattctgcacattcagacccatggtctgctgcgag
ggcagaacttggaactggggcgagatgccgacaccggcgggcagaccaagtacgtcttagaact
ggctcaagcccaagctaaatccccacaagtccaacaagtcgatatcatcacccgccaaatcacc
gacccccgcgtcagtgttggttacagtcaggcgatcgaaccctttgcgcccaaaggtcggattg
tccgtttgecttttggccccaaacgctacctceccgtaaagagectgectttggecccatctctacac
ctttgcggatgcaattctccaatatctggctcagcaaaagcgcaccccgacttggattcaggec
cactatgctgatgctggccaagtgggatcactgctgagtcgctggttgaatgtaccgctaattt
tcacagggcattctctggggcggatcaagctaaaaaagctgttggagcaagactggccgecttga
ggaaattgaagcgcaattcaatattcaacagcgaattgatgcggaggagatgacgctcactcat
gctgactggattgtcgccagcactcagcaggaagtggaggagcaataccgcgtttacgatcgect
acaacccagagcgcaagctggtcattccaccgggtgtcgataccgatcgcttcaggtttcagec
cttgggcgatcgcggtgttgttctccaacaggaactgagccgctttctgcgcgacccagaaaaa
cctcaaattctctgcctctgtcgccccgcacctcgcaaaaatgtaccggcgetggtgecgagect
ttggcgaacatccttggctgcgcaaaaaagccaaccttgtcttagtactgggcagccgccaaga
catcaaccagatggatcgcggcagtcggcaggtgttccaagagattttccatctggtcgatcge
tacgacctctacggcagcgtcgcctatcccaaacagcatcaggctgatgatgtgccggagttct
atcgcctagcggctcattccggcggggtattcgtcaatccggcgectgaccgaaccttttggttt
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gacaattttggaggcaggaagctgcggcgtgccggtggtggcaacccatgatggcggeccccag
gaaattctcaaacactgtgatttcggcactttagttgatgtcagccgacccgctaatatcgecga
ctgcactcgccaccctgctgagcgatcgecgatctttggcagtgctatcaccgcaatggcattga
aaaagttcccgcccattacagctgggatcaacatgtcaataccctgtttgagcgcatggaaacg
gtggctttgcctcgtcgtcgtgectgtcagtttcgtacggagtcgcaaacgcttgattgatgcca
aacgccttgtcgttagtgacatcgacaacacactgttgggcgatcgtcaaggactcgaaaattt
aatgacctatctcgatcagtatcgcgatcattttgcctttggaattgccacggggcgtcgecta
gactctgcccaagaagtcttgaaagagtggggcgttccttcgeccaaacttctgggtgacttcecg
tcggcagcgagattcactatggcaccgatgctgaaccggatatcagctgggaaaagcatatcaa
tcgcaactggaatcctcagcgcattcgggcagtaatggcacaactaccctttcttgaactgcaa
ccggaagaggatcaaacacccttcaaagtcagcttctttgtccgcgatcgccacgagactgtge
tgcgagaagtacggcaacatcttcgccgecatcgectgecggctgaagtcaatctattcccatca
ggagtttcttgacattctgccgctggctgcctcgaaaggggatgcgattcgecacctctcacte
cgctggcggattcctcttgagaacattttggtggcaggcgattctggtaacgatgaggaaatge
tcaagggccataatctcggcegttgtagttggcaattactcaccggaattggagccactgcgceag
ctacgagcgcgtctattttgctgagggccactatgctaatggcattctggaagccttaaaacac
tatcgcttttttgaggcgatcgcttaataaaatgagagtagtggaggttactaaatggcactga
atattccattccgaaatgcgtactatcgttttgcatccagttactcgtttctcttttttattte
ctggtcgctgtggtggtcgttgtacgctatttggctgaaaggacatctagggttgacagggacg
gaattaggtacactgtattcggtcaaccagtttaccagcattctatttatgatgttctacggca
tcgttcaggataaactcggtctgaagaaaccgctcatctggtgtatgagtttcatcctggtett
gaccggaccgtttatgatttacgtttatgaaccgttgctgcaaagcaatttttctgtgggtcta
attctgggggcgctattttttggcttggggtatctggcgggatgecggtttgettgatagcttca
ccgaaaaaatggcgcgaaattttcatttcgaatatggaacagcgcgcgectggggatettttgg
ctatgctattggcgcgttctttgccggecatcttttttagtatcagtccccatatcaacttctgg
ttggtgtcgctatttggcgectgtatttatgatgatcaacatgcgttttaaagataaggatcacc
agtgcgtagcggcagatgcgggaggggtcaaaaaagaggattttatcgcagttttcaaggatcg
aaacttctgggttttcgtcatctttattgtggggacgtggtctttctataacatttttgatcaa
caactgtttcctgtcttttattcaggtttattcgaatcgcacgatgtaggaacgcgcctgtatg
gttatctcaactcattccaggtggtcctcgaagcgctgtgcatggcgattattectttetttgt
gaatcgggtggggccaaaaaatgcattacttatcggagttgtgattatggcgttgcgtatcctg
tcctgegegetgttegttaaccectggattatttcattggtgaagttgttacatgecattgagg
ttccactttgtgtcatctccgtgttcaaatacagcgtggcaaactttgataagcgectgtegte
cacgatctttctgattggttttcaaattgccagttcgcttgggattgtgctgctttcgacgccg
actgggattctctttgaccacgcaggctaccagacagttttcttcgcaatttcgggtattgtct
gcctgatgttgctatttggcattttcttcttgagtaaaaaacgcgagcaaatcgttatggaaac
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gcctgtaccttcagcaatctagtaaaggtcgttgacaccatcgaatggtgcaaaacctttcgeg
gtatggcatgatagcgcccggaagagagtcaattcagggtggtgaatatgaaaccagtgacgtt
gtacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcgtatcagaccgtttcccgecgtggtgaaccaggcec
agccacgtttctgcgaaaacgcgggaaaaagtggaagcggcgatggcggagctgaattacattc
ccaaccgcgtggcacaacaactggcgggcaaacagtcgttgctgattggcgttgccacctccag
tctggccctgcacgcgeccgtcgcaaattgtcgecggcgattaaatcgegegecgatcaactgggt
gccagcgtggtggtgtcgatggtggaacgaagcggcgtcgaagectgtaaagcggecggtgcaca
atcttctcgcgcaacgcgtcagtgggctgatcattaactatccgectggatgaccaggatgecat
tgctgtggaagctgcctgcactaatgttccggegttgtttcttgatgtctcggaccagacacce
atcaacagtattattttctcccatgaggacggtacgcgactgggcgtggagcatctggtcgeat
tgggtcaccagcaaatcgcgctgttggcgggcccattaagttctgtctcggecgegectgegtcet
ggctggctggcataaatatctcactcgcaatcaaattcagccgatcgcggaacgggaaggcgac
tggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatgagggcatcgttcccactg
cgatgctggttgccaacgatcagatggcgctgggcgcaatgcgcgecattaccgagtccggget
gcgcgttggtgcggatatctcggtagtgggatacgacgataccgaagatagctcatgttatate
ccgccgttaaccaccatcaaacaggattttcgectgctggggcaaaccagcgtggaccgettge
tgcaactctcgcagggccaggcggtgaagggcaatcagctgttgeccgtctcactggtgaaacy
aaaaaccaccctggcgcccaatacgcaaaccgcctctccccgegegttggecgattecgttaatg
cagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgataaaggtccaggcatcaaataa
aacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctct
ctactagagtcacactggctcaccttcgggtgggcctttctgcgtttatagtcgacctcgaget
agcaagcttagatcgatccgtcacacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtg
ctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatcca
gttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttc
tgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgt
tgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatga
gcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccg
aaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgt
atcacgaggccctttcgtcttcgaataaatacctgtgacggaagatcacttcgcagaataaata
aatcctggtgtccctgttgataccgggaagccctgggceccaacttttggcgaaaatgagacgttg
atcggcacgtaagaggttccaactttcaccataatgaaataagatcactaccgggcgtattttt
tgagttatcgagattttcaggagctaaggaagctaaaatggagaaaaaaatcactggatatacc
accgttgatatatcccaatggcatcgtaaagaacattttgaggcatttcagtcagttgctcaat
gtacctataaccagaccgttcagctggatattacggcctttttaaagaccgtaaagaaaaataa
gcacaagttttatccggcctttattcacattcttgcccgectgatgaatgctcatccggaatte
cgtatggcaatgaaagacggtgagctggtgatatgggatagtgttcacccttgttacaccgttt
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tccatgagcaaactgaaacgttttcatcgctctggagtgaataccacgacgatttccggcagtt
tctacacatatattcgcaagatgtggcgtgttacggtgaaaacctggcctatttccctaaaggg
tttattgagaatatgtttttcgtctcagccaatccctgggtgagtttcaccagttttgatttaa
acgtggccaatatggacaacttcttcgcccccgttttcaccatgggcaaatattatacgcaagg
cgacaaggtgctgatgccgctggcgattcaggttcatcatgccgtttgtgatggcttccatgte
ggcagaatgcttaatgaattacaacagtactgcgatgagtggcagggcggggcgtaattttttt
aaggcagttattggtgcccttaaacgcctggtgctacgcctgaataagtgataataagcggatg
aatggcagaaattcgaaagcaaattcgacccggtcgtcggttcagggcagggtcgttaaatage
cgcttatgtctattgctggtttaccggtttattgactaccggaagcagtgtgaccgtgtgcttc
tcaaatgcctgaggccagtttgctcaggctctcceccgtggaggtaataattgacgatatgatcg
acgt

Los operones pueden estar comprendidos dentro de una construccion génica tal como
la descrita en los parrafos anteriores. En la presente invencion se entiende como operon
a la construccion genética, preferiblemente una construccion de ADN, donde el material
genético de interés es introducido para ser expresado en la célula. El operon sintético
comprende todos los elementos necesarios para la expresion de las secuencias de
nucledtidos de los genes de interés comprendidos en él. Los elementos comprendidos
dentro de la construccidn genética estan dispuestos en el marco de lectura correcto de
tal manera que tenga lugar la expresion de la/s secuencia/s de codificacion en
condiciones compatibles con los otros elementos o secuencias presentes en la
construccion. En la presente invencién, las secuencias de nucleétidos de los genes

comprendidos en el operon sintético se disponen preferiblemente en tandem.

En la presente invencién se entiende por “operén inducible” al operéon que en
condiciones normales no se expresa, pero se activa en respuesta a un agente inductor
que funciona como activador. En el momento que el inductor se une al operador, se
activa el promotor y comienza la transcripcion de los genes estructurales. En el caso
particular del operdn lactosa, cualquier analogo de la lactosa puede usarse como
inductor. Ejemplos de inductores del operdn lactosa incluyen, sin limitar a, IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactésido), fenil-Gal (fenil-B-D-galactosa), ONPG (orto-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido). En una

realizacion particular, el inductor del operdn lactosa es IPTG.

En una realizacién particular, el operén “B” comprende una secuencia de nucleétidos
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que codifica una proteina de un operén inducible por metabolito. De aqui en adelante,
esta secuencia de nucledtidos se denomina secuencia de nucleétidos (vi) de la
invencion. La secuencia de nucleétidos (vi) de la invencion puede ser heteréloga y/o
estar sobreexpresada con respecto a una célula “madre” o wild type. Ejemplos de
operones inducibles por metabolito incluyen, sin limitarse a, el operdn lactosa, el operon
maltosa y el operén arabinosa. En una realizacion particular, el operdn inducible por

metabolito es el operdn lactosa, por lo que la proteina represora es Lacl.

Asi, en una realizacion mas particular, la proteina represora del operdn inducible por
metabolito es la proteina Lacl de E.coli. En otra realizacion particular, la proteina Lacl
comprende una secuencia de aminoacidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 16. En otra
realizaciéon particular, la proteina Lacl comprende, o consiste en, una secuencia de
aminoacidos que presenta un 100% de identidad de secuencia con la secuencia SEQ
ID NO: 16.

SEQ ID NO: 16:

MKPVTLYDVAEYAGVSYQTVSRVVNQASHVSAKTREKVEAAMAELNY IPNRVAQQLAGKQSLLI
GVATSSLALHAPSQIVAAIKSRADQLGASVVVSMVERSGVEACKAAVHNLLAQRVSGLIINYPL
DDQDATAVEAACTNVPALFLDVSDQTPINS 1 IFSHEDGTRLGVEHLVALGHQQIALLAGPLSSV
SARLRLAGWHKYLTRNQIQP IAEREGDWSAMSGFQQTMQMLNEG 1VPTAMLVANDQMALGAMRA
ITESGLRVGADISVVGYDDTEDSSCY IPPLTTIKQDFRLLGQTSVDRLLQLSQGQAVKGNQLLP
VSLVKRKTTLAPNTQTASPRALADSLMQLARQVSRLESGQ-

En otra realizacion particular, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina Lacl
comprende una secuencia de nucledtidos que presenta, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90,
95, 96, 97, 98, 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 17. En otra realizacion
particular, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina Lacl comprende, o

consiste en, la secuencia de nucledétidos SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 17:

gtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcttatcagaccgtt
tcccgegtggtgaaccaggccagccacgtttctgcgaaaacgcgggaaaaagtggaagcg
gcgatggcggagctgaattacattcccaaccgcgtggcacaacaactggcgggcaaacag
tcgttgctgattggcgttgccacctccagtctggecctgcacgcgecgtcgcaaattgtce
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gcggcgattaaatctcgcgceccgatcaactgggtgccagegtggtggtgtcgatggtagaa
cgaagcggcgtcgaagcctgtaaagcggcecggtgcacaatcttctcgegcaacgegtcagt
gggctgatcattaactatccgctggatgaccaggatgccattgctgtggaagctgectge
actaatgttccggcgttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattatt
ttctcccatgaagacggtacgcgactgggcgtggagcatctggtcegcattgggtcaccag
caaatcgcgctgttagcgggcccattaagttctgtctcggegegtctgegtctggetgge
tggcataaatatctcactcgcaatcaaattcagccgatagcggaacgggaaggcgactgg
agtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatgagggcatcgttcccact
gcgatgctggttgccaacgatcagatggcgctgggecgcaatgcgecgecattaccgagtcc
gggctgcgegttggtgcggatatctcggtagtgggatacgacgataccgaagacagctca
tgttatatcccgccgttaaccaccatcaaacaggattttcgcctgctggggcaaaccagce
gtggaccgcttgctgcaactctctcagggccaggcggtgaagggcaatcagctgttgecc
gtctcactggtgaaaagaaaaaccaccctggcgcccaatacgcaaaccgcctctccccge
gcgttggcecgattcattaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggeag
tga

En otra realizacion particular, el gen que codifica la proteina Lacl comprende, o consiste
en, una secuencia de nucleétidos, optimizados para su correcta expresion en
Synechococcus sp, en particular S. elongatus, mas en particular, S. elongatus
PCC7942, que presenta un 100% de identidad de secuencia SEQ ID NO: 18.

SEQ ID NO: 18:

atgaaaccagtgacgttgtacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcgtatcagaccgtttcce
gcgtggtgaaccaggccagccacgtttctgcgaaaacgcgggaaaaagtggaagcggcgatgge
ggagctgaattacattcccaaccgcgtggcacaacaactggcgggcaaacagtcgttgctgatt
ggcgttgccacctccagtctggccctgcacgcgecgtcgcaaattgtcgecggegattaaatcge
gcgccgatcaactgggtgccagcgtggtggtgtcecgatggtggaacgaagcggegtcgaagectg
taaagcggcggtgcacaatcttctcgcgcaacgcgtcagtgggctgatcattaactatccgcetg
gatgaccaggatgccattgctgtggaagctgcctgcactaatgttccggegttgtttcttgatg
tctcggaccagacacccatcaacagtattattttctcccatgaggacggtacgcgactgggegt
ggagcatctggtcgcattgggtcaccagcaaatcgcgectgttggcgggceccattaagttctgte
tcggcgcegectgegtctggetggetggcataaatatctcactcgcaatcaaattcagccgatcg
cggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatga
gggcatcgttcccactgcgatgctggttgccaacgatcagatggcgectgggcgcaatgcgegec
attaccgagtccgggctgcgcgttggtgecggatatctcggtagtgggatacgacgataccgaag
atagctcatgttatatcccgccgttaaccaccatcaaacaggattttcgcctgctggggcaaac
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cagcgtggaccgcttgctgcaactctcgcagggccaggcggtgaagggcaatcagetgttgece
gtctcactggtgaaacgaaaaaccaccctggcgcccaatacgcaaaccgcctcteccccgegegt
tggccgattcgttaatgcagctggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtga

Asi, tal como se ha indicado anteriormente, en una realizacién particular, la secuencia
de nucledtidos del Operdn “B” comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 20.
En una realizacién particular, la cianobacteria recombinante de la invencién comprende
la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 19 y/o la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:
20.

La secuencia de nucleétidos de la invencién, o las construcciones génicas que
comprenden las secuencias de nucledtidos de la invencién, pueden insertarse por
ejemplo en un vector o plasmido para llevar a cabo su insercion en el genoma de la

cianobacteria.

En la presente descripcion, el término “vector” se refiere a una molécula de acido
nucleico que puede usarse para transportar o trasferir una secuencia de nucledétidos al
interior de una célula. Un vector puede contener diferentes elementos funcionales que
incluyen, pero no se limitan a, elementos de control de la transcripcion, como promotores
u operadores, regiones o potenciadores de la unién a factores de transcripcion, y
elementos de control para iniciar y terminar la transcripcion. Los vectores incluyen, pero
no se limitan a: plasmidos, cosmidos, virus, fagos, casetes de expresion recombinantes
y transposones. Algunos vectores son capaces de replicarse o dividirse autbnomamente
tras ser introducidos en la célula huésped, como los vectores bacterianos con un origen
de replicacion bacteriano. Otros vectores pueden integrarse en el genoma de la célula

huésped y replicarse asi junto con el genoma celular.

En general, un vector de expresion comprende, ademas de al menos 1, 2, 3,4, 506 de
las secuencias de nucleotidos de la invencion, un promotor que dirige su transcripcion
(por ejemplo, pT7, plac, ptrc, ptac, pBAD, ret, etc.), al que esta operativamente enlazado,
y otras secuencias necesarias o apropiadas que controlan y regulan dicha transcripcién
Y, en su caso, la traduccién del producto de interés, por ejemplo, sefales de inicio y
terminacién de transcripcion (tlt2, etc.), sefal de poliadenilacién, origen de replicacion,
secuencias de uniéon a ribosomas (RBS), secuencias codificantes de reguladores

transcripcionales, (enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers), represores,
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etc. Ejemplos de vectores de expresion apropiados pueden seleccionarse de acuerdo
con las condiciones y necesidades de cada caso concreto entre plasmidos de expresion,
vectores virales (ADN o ARN), cdésmidos, cromosomas artificiales, etc. que pueden
contener, ademas, marcadores utilizables para seleccionar las células transfectadas o
transformadas con las secuencias de nucleétidos de la invencién. La eleccién del vector
dependera de la célula huésped y del tipo de uso que se quiera realizar. En una
realizacién particular de la invencion, el vector empleado es un vector “suicida”, es decir,
no se replica en la cianobacteria, sino que toda la construccion que comprende las
secuencias de nucledtidos de la invencidon queda insertada en el cromosoma de la
cianobacteria. Ejemplos de vectores de este tipo se muestran en el Ejemplo 1 de la

presente descripcion.

La obtencion de dicho vector puede realizarse por métodos convencionales conocidos
por los técnicos en la materia, al igual que para la transformacion de cianobacterias se
pueden utilizar diferentes métodos ampliamente conocidos — transformacién quimica,
liposomas, transfeccion, electroporacion, bombardeo de particulas, balas génicas
(“gene gun”), microinyeccion, etc. — descritos en diversos manuales ampliamente

conocidos por el experto en la materia.

Las secuencias de nucledtidos (i) a (iv) de la invencion pueden insertarse en cualquier
parte del genoma de la cianobacteria siempre y cuando dicha insercion no interrumpa
la expresién de un gen esencial para la viabilidad de la cianobacteria. Asi, los sitios
preferidos de insercidon en el genoma de la cianobacteria son los sitios Neutral Site |
(NSI), Neutral Site Il (NSIl) y/o Neutral Site Il (NSIII).

En una realizacién particular de la cianobacteria de la invencién, el operén “A” esta
insertado en el NSI del genoma de la cianobacteria y el operon “B” esta insertado en el
NSII del genoma de la cianobacteria. Como entiende el experto en la materia, otras
alternativas también son posibles en el contexto de la presente invencién, como que el
operon “B” esté insertado en el NSI del genoma de la cianobacteria y el operén “A” esta
insertado en el Neutral Site Il (NSIl) del genoma de la cianobacteria. Las caracteristicas

del operdn “A” y el operdn “B” han sido descritas en parrafos anteriores.

En cualquier caso, es esencial que se dé la co-expresion de las secuencias de

nucledtidos de la invencion (i) a (v) dentro de la cianobacteria para obtener una
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cianobacteria recombinante sobreproductora de sacarosa en ausencia de estrés
osmotico. Como entiende el experto en la materia, esto puede conseguirse mediante el
empleo del mismo promotor inducible por metabolito en la expresién de las secuencias

de nucledtidos de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con una composicion, de aqui en
adelante “composicién de la invencion”, que comprende la cianobacteria de la invencion,
incluyendo solas o en combinacion todas las realizaciones particulares descritas en
parrafos anteriores. Adicionalmente, la composicion de la invencion (ver Ejemplo 1)
puede comprender otros microorganismos ademas de la cianobacteria de la invencion,
tales como microorganismos heterétrofos y/o microorganismos no-haléfitos. Por lo tanto,
en otro aspecto, la presente invencion se relaciona con una composicién que comprende
un consorcio sintético bacteriano, también denominada “composicion de la invencién”,
comprendido por la cianobacteria de la invencion tal como se ha definido a lo largo de
la presente descripcion, y al menos un microorganismo heterétrofo y/o un
microorganismo no-haléfilo. En una realizacién particular, estos microorganismos
heterétrofos son capaces de consumir la sacarosa producida por la cianobacteria de la
invencién bien para crecer y multiplicarse, y/o bien para producir productos derivados
de la asimilacion y metabolizacién de dicha sacarosa. En el Ejemplo 3 de la presente
descripcion se muestra un consorcio de microorganismos en el que las bacterias
heterétrofas crecen a partir de la sacarosa producida por la cianobacteria de la
invencion. Dentro de la presente invencion también se contempla la produccion de
metabolitos o productos de interés industrial, tales como biocombustibles y bioplasticos,
mediante el cultivo de un consorcio de microorganismos como el descrito en el parrafo
anterior, en donde las bacterias heterétrofas comprenden por ejemplo, y sin limitar a, un
microorganismo productor de biocombustible (por ejemplo, isobutanol) y/o un

microrganismo productor de alcohol.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invenciéon se relaciona con el uso de la
composicion de la invencion para la produccién de metabolitos de alto valor anadido o
de productos de interés industrial, en donde la composicion comprende una
concentracién de fosfato mayor de 0,2, 0,5, 1, 1,5 6 2 mM. En otra realizacion particular,
dichos metabolitos de alto valor anadido o productos de interés industrial son butanol o

Polihidroxialcanoatos.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de la cianobacteria de la invencion
para la produccién de sacarosa en ausencia de estrés osmaotico, de aqui en adelante,
uso de la invencién (Ejemplo 2). En la presente invencidn se considera que hay ausencia
de estrés osmaético cuando la concentracion de sales en el medio de cultivo es inferior
a 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 0 0,5 mM. Asi, en un aspecto, la presente
invencion se relaciona con el uso de la cianobacteria de la invencién o la composicion
de la invencioén, para la produccion de sacarosa en una concentracion de sales inferior
a 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 0 0,5 mM. En una realizacién particular del

uso de la invencion, la sal es cloruro sodico.

En otra realizacién particular, la produccién de sacarosa se lleva a cabo en un

biorreactor de cultivo discontinuo o de cultivo continuo.

En otro aspecto, la presente invencidon se relaciona con un método para producir
sacarosa en ausencia de estrés osmotico, de aqui en adelante “método para producir
sacarosa de la invencion”, que comprende cultivar la cianobacteria recombinante de la
invencién, o la composicion de la invencién, en una concentracién de sales inferior a
150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 0 0,5 mM.

En caso de que el promotor que regula las secuencias de nucledtidos de la invencion
en la bacteria recombinante de la invencion sea un promotor inducible por metabolito,
el método de la invencién comprende (i) cultivar la cianobacteria recombinante de la
invencién en una concentracion de sales inferior a 150 mM hasta que la cianobacteria
supere la fase de crecimiento, lo que suele ocurrir cuando la densidad épticaes de 1,y
(ii) anadir el inductor adecuado al promotor que regula las secuencia de nucledtidos de
la invencidn para promover la expresion de los nucledtidos de la invencion.
Adicionalmente, el método de la invencion puede comprender una etapa que comprende
la centrifugacién del caldo de cultivo para eliminar las cianobacterias y aislar el
sobrenadante que comprende la sacarosa, el cual puede ser empleado como fuente de
carbono y energia por los microrganismos heterétrofos, en particular, microorganismos
heterotrofos productores de metabolitos o productos de interés industrial o de alto valor

anadido en la industria.

En una realizacion particular del método para producir sacarosa de la invencion, la
concentracion de sales en el cultivo es inferior a 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10
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0 0,5 mM.

En otra realizacidon particular del método para producir sacarosa de la invencion, el
cultivo de la cianobacteria de la invencion se lleva a cabo durante al menos 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14 o0 15 dias.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un método para producir
productos de interés industrial a partir de sacarosa que comprende:

(i) cultivar la cianobacteria recombinante de la invencion en una concentracion de sales
inferior a 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o 0,5 mM en combinacion con una
bacteria heterétrofa productora del producto de interés industrial que usa sacarosa como
fuente de carbono, en donde el medio de cultivo comprende una concentracion de
fosfato mayor de 0,2 mM, y

(i) obtener el producto de interés industrial a partir del sobrenadante resultante del

cultivo de la etapa (i).

Las condiciones de cultivo de una cianobacteria, tales como nutrientes, pH, temperatura,
etc., necesarias para el crecimiento de la misma, son ampliamente conocidas por el
experto en la materia. En una realizacién particular, el medio cultivo comprende una

concentracién de fosfato mayor de 0,5, 1, 1,56 2 mM.

En el estado de la técnica existen gran variedad de productos de interés industrial que
pueden ser producidos por microorganismos heterétrofos. Ejemplos de metabolitos de
interés industrial incluyen, sin limitarse a, enzimas, antibidticos, aminoacidos
biocombustibles (tales como biobutanol, bioetanol, propanol, etc.), acidos organicos,

bioplastico, biomasa, y Polihidroxialcanoatos.

Ejemplos de microorganismos heterétrofos productores de productos de interés
industrial, y que pueden ser cultivados en consorcio con la cianobacteria de la invencién,
incluyen, sin limitar a, Pseudomonas sp. (por ejemplo, Pseudomonas putida), Bacillus
sp. (por ejemplo, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis), Salmonella sp. (por ejemplo,
Salmonella tiphymurium), Bortedella sp. (por ejemplo, Bortedella pertusis), Clostridium
sp. (por ejemplo, Clostridium tetani), Corynebacterium sp. (por ejemplo,
Corynebacterium diphteriae), Propionebacterium sp., Penicillium sp. (por ejemplo,

Penicillium  chrysogenum), Streptomyces sp. (por ejemplo, Streptomyces
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chrestomyceticus), Rhizopus sp. (por ejemplo, Rhizopus nigricans), Curvularia sp. (por
ejemplo Curvularia lunata), Aspergillus sp. (Aspergillus ochraceus), E. coli,
Saccharomyces sp. (Saccharomyces cervisiae), Streptococcus sp. (por ejemplo,
Streptococcus lactis), Lactobacillus sp. (por ejemplo, Lactobacillus bulgaricus),
Brevibacterium sp., Aspergillus sp. (por ejemplo, Aspergillus niger), Clostridium sp. (por
ejemplo, Clostridium acetobutilicum), Thiobacillus sp. (por ejemplo, Thiobacillus
thioxidans), Trichoderma sp. (por ejemplo, Trichoderma reseei) y Xanthomonas sp. (por

ejemplo, Xanthomonas campestris).

Asimismo, el microorganismo heterétrofo productor del producto de interés industrial
que va a formar un consorcio con la cianobacteria de la invencién, puede ser modificado
genéticamente para que sea capaz de emplear la sacarosa como fuente de energia.
Esta modificacién puede llevarse a cabo empleando herramientas de ingenieria
genética ampliamente conocidas por el experto en la materia, y la modificacion genética
puede comprender la inclusion en el microorganismo heterétrofo de los genes cscA y/o
cscB que codifican respectivamente la sacarosa hidrolasa y el transportador de
sacarosa. Estos genes heterdlogos se podrian introducir en los macroorganismos
heterdétrofos que de forma natural no utilizan sacarosa como fuente de carbono y energia

tanto en plasmidos replicativos como integrados en el genoma.

Alternativamente, en el contexto de la presente invencién también se contempla la
posibilidad de modificar genéticamente el microorganismo heterétrofo que de forma
natural es capaz de emplear sacarosa como fuente de carbono, para que sea productor

de algun producto de interés industrial como los descritos en parrafos anteriores.

Dentro del contexto de la presente invencion esta contemplada la combinacion de todas
las realizaciones particulares de los diferentes aspectos inventivos descritos en la esta
descripcion. Asimismo, a lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra
"comprende" y sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas,
aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte
de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo

de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de la ruta metabdlica de produccién de sacarosa en Synechococcus
elongatus PCC7942 indicando, en recuadros negros, los genes a sobreexpresar en la

presente invencion.

Figura 2. Representacion grafica del resultado de la integracion de los operones M1 y

M2 en el cromosoma de Synechococcus elongatus PCC 7942.

Figura 3. Crecimiento de una cianobacteria recombinante empleando aire enriquecido
en CO,

Figura 4. Produccion de sacarosa acoplada al crecimiento de una cepa de cianobacteria

recombinante empleando aire enriquecido en CO;

DCW¢+DCWy—q

Figura 5. Biomasa promedio acumulada por la cepa de la invencion (gris

oscuro) y de una cepa de cianobacteria recombinante de referencia [Ducat et al. (2012)
Appl Environ Microbiol 78 (8): 2660 - 2668] (gris claro).

Figura 6. Produccion diaria de sacarosa empleando una cepa de cianobacteria
recombinante desarrollada en la presente invencién (gris oscuro) y de una cepa de

cianobacteria recombinante de referencia (gris claro)

Figura 7. Crecimiento de E. coli W en caldos de cultivo de una cianobacteria

recombinante en condiciones de induccion (+IPTG) y no induccién (-IPTG).

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.
EJEMPLO 1

CONSTRUCCION DE UNA CEPA RECOMBINANTE DE CIANOBACTERIA
SOBREEXPRESANDO LOS GENES pgi, pgmt, galU, sps, cscB y lacl

40



10

15

20

25

30

35

ES 2 844 298 B2

1. MATERIALES Y METODOS

11. Cepa
La cepa parental es Synechococcus elongatus PCC7942 (PCC or Pasteur Culture

collection of Cyanobacteria).

1.2. Genes sobreexpresados
En la cepa recombinante de Synechococcus elongatus se han expresado los siguientes

genes heterdlogos:

e pgi Glucosa-6-fosfato isomerasa (SEQ ID NO: 3)

e pgmT Fosfoglucomutasa (SEQ ID NO: 6)

e galu Manosa-1-fosfato guanililtransferasa (SEQ ID NO: 9)
e cscB Sacarosa permeasa (SEQ ID NO: 15)

e lacl Represor Lacl (SEQ ID NO: 18)

Asimismo, se ha sobreexpresado el siguiente gen homologo:

e Sps Sacarosa fosfato sintasa (SEQ ID NO: 12)

1.3. Técnicas de biologia molecular

1.3.1. Técnicas de ensamblaje de DNA

Modular Cloning (MoClo) es un método de ensamblaje de ADN basado en el sistema
Golden Gate (Engler et al, 2014, ACS Synth Biol, 3(11): 839-43) que se basa en el uso
de enzimas de restriccion tipo II-S, como Bsal y/o Bbsl, que reconocen un sitio
especifico de ADN pero cortan en una secuencia distinta. Por lo tanto, es posible usar
una sola enzima, en una reaccion unica, para generar una variedad de sitios de fusion
al mismo tiempo. Los fragmentos de DNA generados por digestion, flanqueados por
sitios Bsal, se ensamblan en un vector receptor, interrumpiendo el gen lacZ, permitiendo
la seleccion por color de los clones positivos (color blanco). El protocolo realiza varios
ciclos combinados de digestion y ligacidon, de manera que los fragmentos generados por
digestion se unen por ligacion en un vector receptor en una misma reaccion, y en un
orden concreto definido por la secuencia de los sitios de fusion. Este método puede
utilizarse para generar unidades transcripcionales que, a su vez, pueden combinarse
para generar distintos circuitos genéticos empleando el mismo protocolo y cambiando

la enzima de restriccion (Bbsl, en este caso). De esta manera, las enzimas Bsal y Bbsl
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se alternan en cada ronda de ensamblaje. Este método permite ensamblar fragmentos
de ADN en poco tiempo (menos de 3 horas) empleando un protocolo muy simple, cuyo

producto puede ser transformado directamente en cepas de clonaje.

En este ejemplo se ha empleado la libreria CIDAR MoClo (lverson et al., 2016, ACS
Synth Biol. 5(1): 99-103), como fuente de partes de ADN (Promotores, sitios de union a
ribosoma, secuencias codificantes, terminadores, vectores receptores, etc.). El sistema
MoClo se ha empleado en este ejemplo para la construccion de un circuito genético que

contiene los distintos genes sobreexpresados.

1.3.2. Manipulacién genética de Synechococcus elongatus

Synechococcus elongatus PCC7942 se transforma de manera natural con plasmidos
cuyos genes de interés estan flanqueados por secuencias de homologia a determinados
sitios neutrales de su genoma, permitiendo una doble recombinacién que puede

seleccionarse mediante resistencia a antibioticos.

1.4. Medios de cultivo
Las diferentes cepas de S. elongatus se han crecido en una version modificada del
medio de cultivo BG11 (Stanier et al. 1971. Bacteriol Rev. 35(2): 171-205), denominado
BG11-HP con una mayor concentracion de fosfato (2 mM K;HPO4) y con 10 mM de
HEPES buffer ajustado previamente a un pH de 7.8 con NaOH. De esta manera, la
composicion del medio BG11-HP es la siguiente:

e 1,5gNaNOs/L,

e 0,348 g KzHPOU/L,

e 0,075 g MgSO4-7H.0/L,

e 0,036 g CaCl,-2H.0/L,

e 6,56 mg acido citrico monohidrato/L,

e 6 mg citrate de amonio férricolL,

e 1,04 mg Na;EDTA-2H,0IL,

e 0,02 g Na,COs/L,

e 2,86 mg H3BOs/L,

e 1,81 mg MnCl»-4H,0O/L,

e 0,222 mg ZnSO4 7HOIL,

¢ 0,39 mg Na;MoO4-2H,0/L,

e 0,079 mg CuSO4-5H,0/L,
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e 0,022 mg CoCl/L,
e HEPES buffer 10 mM pH 7.8/NaOH.

1.5. Condiciones de crecimiento
Las cepas de Synechococcus elongatus se han crecido en matraces tipo Erlenmeyer de
500 mL con 50 mL de medio BG11-HP. Las condiciones de crecimiento son: 30°C en

incubadora orbital a 200 rpm con una iluminacién de aproximadamente 6000 lux.

2. RESULTADOS

2.1. Identificaciéon de los genes a sobreexpresar

Se realizé un analisis in silico empleando el modelo metabdlico de S. elongatus vy el
algoritmo (GDLS) para optimizar la produccién de sacarosa acoplada al crecimiento. Los
resultados indicaron que la sobreexpresion de los genes galU, sps, pgi pgmt puede ser
necesaria para la sobreproduccion de sacarosa en ausencia de estrés salino. En
adicion, el gen cscB es necesario para la secrecion de la sacarosa al exterior de la célula
como previamente se ha demostrado en [Ducat et al. (2012) Appl Environ Microbiol 78
(8): 2660 - 2668]. Un diagrama de la ruta de producciéon de sacarosa en Synechococcus

elongatus PCC7942 y de los genes a sobreexpresar se representa en la Figura 1.

2.2. Construccion de los operones sintéticos

Las secuencias de los genes a sobreexpresar se han seleccionado del genoma de
Escherichia coli (SEQ ID NO: 2, 5, 8, 14), salvo el gen sps, que se ha seleccionado de
Synechococcus elongatus PCC7942 (SEQ ID NO: 11). Las secuencias de todos los
genes a sobreexpresar se han editado para optimizar su expresion en Synechococcus

y para evitar los sitios de corte de las enzimas Bsal y Bbsl (SEQ ID NO: 3, 6, 9, 12, 15)

Para la sobreexpresién de los genes, éstos se han organizado en dos operones
distintos, ambos controlados por el promotor Ptrc y precedidos por un sitio de unién a

ribosoma de uso comun en cianobacterias.
Para controlar la actividad del promotor Ptrc mediante la adicién del inductor IPTG, se

ha sobreexpresado el gen lacl (SEQ ID NO: 17), también optimizado para su expresion
en Synechococcus (SEQ ID NO: 18).
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La construccion de los operones se ha realizado empleando el método MoClo de

ensamblaje de DNA, detallado en la seccion Materiales y Métodos.

2.2.1. Construccion del operén Ptrc, pgi, pgmt, galU-T1T7 (M1)

Las partes individuales se ensamblaron en el vector DVA_AE del kit CIDAR (Addgene,
490 Arsenal Way, Suite 100, Watertown, MA 02472, USA). La construccién resultante
se ha denominado M1-DVA. A continuacion, el plasmido M1-DVA se ha digerido con las
enzimas BamHI y Xhol y el operon resultante se ha ligado en el vector pMSM230, que
se integra en el sitio neutral 1 (NSI) del cromosoma de Synechococcus elongatus
PCC7942. Este nuevo vector se ha denominado pMSM230-M1. La secuencia de

nucledtidos integrada en el sitio neutral 1 es la SEQ ID NO: 19

2.2.2. Construccion del operon Ptrc-sps-cscB,Placl?lacl-T1T7 (M2)

Las partes individuales se ensamblaron en el vector DVA_AE del kit CIDAR (Addgene).
La construccion resultante se ha denominado M2-DVA. A continuacién, el plasmido M2-
DVA se ha digerido con las enzimas Kpnl y Xhol y el operdn resultante se ha ligado en
el vector pMSM249, que se integra en el sitio neutral 2 (NSII) del cromosoma de
Synechococcus elongatus PCC7942. Este nuevo vector se ha denominado pMSM249-

M2. La secuencia de nucledtidos integrada en el sitio neutral 2 es la SEQ ID NO: 20

2.3. Integracion de Ilos operones sintéticos en el cromosoma de
Synechococcus elongatus

Siguiendo la estrategia de manipulacion descrita en Materiales y Métodos, se ha
realizado la integracién gendmica de los operones M1 (Ptrc-pgi-pgmt-galU) y M2 (Ptrc-

sps-cscB-Plaglg-lacl), tanto de manera individual como en combinacion.

En primer lugar, Synechococcus elongatus PCC7942 se transformé con el plasmido
pMSM230-M1, seleccionando los clones recombinantes por resistencia a gentamicina.
Dicha cepa se transformd con el plasmido pMSM249-M2, seleccionando los clones

recombinantes por resistencia a cloranfenicol y gentamicina.

En la Figura 2 se muestra una representacion grafica del resultado de la integracién de

los operones M1 y M2 en el cromosoma de Synechococcus elongatus PCC7942.

EJEMPLO 2

44



10

15

20

25

30

35

ES 2 844 298 B2

PROCESO PARA LA PRODUCCION DE SACAROSA ACOPLADA AL
CRECIMIENTO DESDE CO: USANDO UNA CEPA RECOMBINANTE DE
CIANOBACTERIA

1. MATERIALES Y METODOS

11. Cepa

La cepa empleada es la cianobacteria recombinante detallada en el Ejemplo 1

1.2. Medios de cultivo

El medio de cultivo es el detallado en el Ejemplo 1.

Para la induccién de los genes sobreexpresados, el medio se suplementa con 1 mM de
IPTG.

1.3. Condiciones de crecimiento

Las condiciones de crecimiento estandar son las detalladas en el Ejemplo 1.

Para la produccion de sacarosa se han empleado matraces tipo kitasato de 500 mL con
50 mL de medio BG11-HP suplementado con 1 mM de IPTG por los cuales se introduce
una corriente de aire previamente burbujeado en buffer carbonato (K2CO3; 2M + KHCOs3,
en relacién 1:1). Las condiciones de produccién de sacarosa son: 30°C en incubadora

orbital a 200 rpm con una iluminacion de aproximadamente 6000 lux.

1.4. Determinacion del crecimiento
Se tomaron muestras durante el crecimiento para el analisis de la densidad 6ptica a 720
nm (OD720). Dicho valor de OD720 se transformo6 en datos de gramos de peso seco
por litro (gDCWY/L) empleando la siguiente relacién:

gDCW/L=0D720 x 0.3342

1.5. Andlisis de sacarosa
Se tomaron muestras durante el crecimiento para el analisis de la concentracion de
sacarosa. Para ello las muestras se centrifugaron a 12000g durante 1 minuto y se

recogié el sobrenadante.

El analisis de la concentracion de sacarosa en el sobrenadante se realizé empleando el

kit de sacarosa/D-glucosa de la compafiia Megazyme
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(https://lwww.megazyme.com/sucrose-fructose-d-glucose-assay-kit).

2. RESULTADOS

El cultivo de la cianobacteria recombinante se mantuvo en las condiciones de
crecimiento definidas para la produccién de sacarosa durante 12 dias. En el analisis del
crecimiento (Figura 3) se observa un crecimiento lineal constante durante los 10

primeros dias.

La produccion de sacarosa presenta una evolucion claramente asociada al crecimiento
de la cianobacteria recombinante (Figuras 3-4) hasta, al menos, el dia 12. La produccion

maxima de sacarosa es de 4,22 g/L.

Estos resultados constituyen la primera y mejor prueba de produccion de sacarosa
empleando cianobacterias recombinantes en ausencia de altas concentraciones salinas

en el medio.

Comparando la produccién de sacarosa de la cianobacteria recombinante de la presente
invencion con los mejores resultados obtenidos hasta la fecha ([Ducat et al. (2012) Appl
Environ Microbiol 78 (8): 2660 - 2668]), se observa cédmo la cianobacteria de la presente
invencion presenta un crecimiento y una mayor produccién de sacarosa, mantenidos

durante mas tiempo, y empleando un medio sin alta concentracion de sal (Figuras 5-6).
EJEMPLO 3

CULTIVO DE CEPAS BACTERIANAS NO HALOFITAS EN CALDOS DE
CRECIMIENTO DE UNA CEPA DE CIANOBACTERIA RECOMBINANTE

1. MATERIALES Y METODOS

11. Cepas

La cepa productora de sacarosa es la cianobacteria recombinante de la presente

invencién detallada en el Ejemplo 1, produciendo sacarosa siguiendo el Ejemplo 2.

La cepa bacteriana no haldfita es Escherichia coli W (American Type Culture
Collection number Access ATCC 9637).
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1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son los detallados en los Ejemplos 1y 2.

1.3. Condiciones de crecimiento
Las condiciones de crecimiento de la cianobacteria recombinante son las detalladas en

los Ejemplos 1y 2.

Para el crecimiento de E. coli W, los medios se han suplementado con 19 mM de
NH4CI.

1.4. Andlisis del crecimiento de Escherichia coli W
Para el analisis del crecimiento de E. coli W, se determiné la densidad éptica a 600 nm
(OD600).

2. RESULTADOS
Escherichia coli W se ha crecido en caldos de cultivo de S. elongatus, tanto inducidos

con IPTG como sin inducir.

Para ello, S. elongatus se crecio durante 6 dias en un cultivo inducido con IPTG y en
otro cultivo sin inducir. En el cultivo inducido se produjo 2 g/L de sacarosa (Ejemplo 2).
De ambos crecimientos se separd el caldo de cultivo de las bacterias, mediante

centrifugacioén y posterior filtracion con una membrana de 0,22 mm.

Los caldos de cultivo, asi obtenidos y purificados, se suplementaron con 19 mM de
NH4Cl y se utilizaron como medio de cultivo para el crecimiento de E. coli W. 20 mL de
los caldos de crecimiento de S. elongatus (inducido y sin inducir) fueron inoculados con
E. coli W a una ODG600 inicial de 0,1. Tras 24 horas de cultivo a 37 °C con agitacion
orbital a 170 rpm se analizé el crecimiento de E. coli W midiendo su OD600. Como

control se utilizé medio BG11-HP suplementado con sacarosa 2 g/L.

Como se observa en la Figura 7, se produce un crecimiento significativo de E. coli W
usando sobrenadante del cultivo de Synechococcus inducido con IPTG. Este
crecimiento es comparable al que alcanza E. coli W en medio fresco utilizando 2 g/L de
sacarosa exogena. El resultado confirma que la sacarosa producida por S. elongatus es

suficiente para sustentar el crecimiento de una cepa no haldfita.
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REIVINDICACIONES

1. Una cianobacteria recombinante que comprende las siguientes secuencias de
nucléotidos:
(i) la secuencia de nucleoétidos que codifica la enzima glucosa-6-fosfato isomerasa
(PGI) o un fragmento de la misma,
(ii) la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima fosfoglucomutasa (PGMT) o
un fragmento de la misma,
(iii) la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima UTP-glucosa-1-fosfato
uridililtransferasa (GalU), o un fragmento de la misma,
(iv) la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima sacarosa fosfato sintasa
(SPS), o un fragmento de la misma;
(v) la secuencia de nucleétidos que codifica la permeasa de sacarosa (CSCB), o un
fragmento de la misma, y opcionalmente,
(vi) la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina represora de un operén
inducible por metabolito,
en donde:
- las secuencias de nucledtidos (i) a (vi) estan sobreexpresadas con respecto a
una cianobacteria no recombinante o wild type, y

- las secuencias de nucleétidos (i), (ii), (iii), (v) y (vi) son heterdlogas.

2. Cianobacteria segun la reivindicacion 1, en donde la proteina represora de un operon

inducible por metabolito es la proteina Lacl del operdn lactosa.

3. Cianobacteria segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la sobreexpresién de las
secuencias de nucledtidos (i), (ii) y (iii) esta bajo el control de un operon “A” que

comprende un promotor funcional en cianobacterias.

4. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
sobreexpresion de las secuencias de nucledtidos (iv), (v) y (vi) esta bajo el control de un

operén “B” que comprende un promotor funcional en cianobacterias.

5. Cianobacteria segun la reivindicacion 3 o 4, en donde el oper6n “A” esta insertado
en el Neutral Site | (NSI) del genoma de la cianobacteria y el operén “B” estd insertado

en el Neutral Site Il (NSII) del genoma de la cianobacteria, o alternativamente, el operén
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B esta insertado en el NSl y el operén A esta insertado en el NSII.

6. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la enzima
PGl comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 1.

7. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
secuencia de nucleétidos que codifica la enzima PGl comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia de nucleotidos SEQ ID NO: 2.

8. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la
secuencia de nucleétidos que codifica la enzima PGI comprende la secuencia SEQ ID
NO: 3.

9. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la enzima
PGMT comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 4.

10. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la
secuencia de nucleoétidos que codifica la enzima PGMT comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia SEQ ID NO: 5

11. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la
secuencia de nucleodtidos que codifica la enzima PGMT comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia del 100% con la secuencia SEQ
ID NO: 6

12. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la
enzima GalU comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia
SEQ ID NO: 7.
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13. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la
secuencia de nucleétidos que codifica la enzima GalU comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia SEQ ID NO: 8.

14. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima Gal-U comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia del 100% con la secuencia SEQ
ID NO: 9.

15. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la
enzima SPS comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia
SEQ ID NO: 10.

16. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima SPS comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia SEQ ID NO: 11

17. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima SPS comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia del 100% con la secuencia SEQ
ID NO: 12.

18. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en donde la
enzima CSCB comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad
de secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia
SEQ ID NO: 13.

19. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en donde la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima CSCB comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia SEQ ID NO: 14.
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20. Cianobacteria segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en donde la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima CSCB comprende una secuencia de
nucledtidos que presenta una identidad de secuencia del 100% con la secuencia SEQ
ID NO: 15.

21. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en donde la
proteina represora de un operoén inducible por metabolito comprende una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia SEQ ID NO: 16.

22. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en donde la
secuencia de nucleoétidos que codifica la proteina represora de un operén inducible por
metabolito comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una identidad de
secuencia de, al menos, un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99% con la secuencia

SEQ ID NO: 17.

23. Cianobacteria segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en donde la
secuencia de nucledétidos que codifica la proteina represora de un operén inducible por
metabolito comprende una secuencia de nucleétidos que presenta una identidad de

secuencia del 100% con la secuencia SEQ ID NO: 18.

24. Cianobacteria segin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 23, en donde el
operon integrado en el cromosoma en el sitio neutral 1 comprende la secuencia de
nucleotidos SEQ ID NO: 19.

25. Cianobacteria segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 24, en donde el operén
integrado en el cromosoma en el sitio neutral 2 comprende la secuencia de nucleotidos
SEQ ID NO: 20.

26. Cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en donde la

cianobacteria pertenece al género Synechococcus sp. 0 Synechocystis sp.

27. Cianobacteria segun la reivindicacién 26, en donde la cianobacteria es

Synechococcus elongatus.
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28. Una composicion que comprende una cianobacteria segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 27.

29. Una composicion que comprende un consorcio sintético bacteriano comprendido
por una cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 y al menos

un microorganismo heterétrofo.
30. Uso de una composicion segun la reivindicacion 28 o 29, para la produccién de
metabolitos o productos de interés industrial, en donde la composicion comprende una

concentracion de fosfato mayor de 0,2, 0,5, 1, 1,5 6 2 mM.

31. Uso segun la reivindicacién 30, en donde los metabolitos o productos de interés

industrial son butanol o Polihidroxialcanoatos.
32. Uso de una cianobacteria segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, o de
una composicion segun la reivindicacion 28, para la producciéon de sacarosa en una

concentracion de sales inferior a 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10 0 0,5 mM.

33. Uso segun la reivindicacion 32, en donde la sal es cloruro sodico.
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