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DESCRIPCION
Nuevo transportador de arabinosa especifico procedente de la levadura Pichia stipitis y sus usos
1. Resumen

La presente invencion se refiere a un polipéptido que presenta una nueva funcion de transporte de arabinosa
especifica, asi como a acidos nucleicos que codifican para el mismo. La invencién se refiere ademas a células
huésped, en particular cepas de levadura modificadas, que contienen los acidos nucleicos codificantes y que
expresan el polipéptido y que se integran funcionalmente en la membrana plasmatica y que, por lo tanto, pueden
acoger L-arabinosa. Con el uso de células huésped modificadas, que expresan otras proteinas de la ruta metabdlica
de la arabinosa, puede fermentarse arabinosa mediante estas células, en particular para dar etanol. Por lo tanto, la
presente invencién es significativa, entre otras cosas, en relacién con la produccién de productos bioquimicos a
partir de biomasa, tal como por ejemplo bioetanol.

2. Antecedentes de la invencion

La levadura de cerveza, de vino y de panaderia Saccharomyces cerevisiae se usa ya desde hace siglos para la
produccion de pan, vino y cerveza debido a su propiedad de fermentar el azlcar para dar etanol y diéxido de
carbono. En la biotecnologia S. cerevisiae se usa, junto a la produccion de proteinas heterdlogas, sobre todo en la
produccion de etanol para fines industriales. El etanol se utiliza en numerosos sectores de la industria como sustrato
de partida para sintesis. Debido a las existencias de petrdleo cada vez mas escasas, al precio del petréleo en
aumento y a la demanda de gasolina continuamente creciente a nivel mundial, el etanol cobra cada vez mas
importancia como alternativa de combustible.

Para permitir una produccion de bioetanol econémica y eficaz se ofrece el uso de biomasa lignocelulésica, tal como
por ejemplo paja, desechos de la industria de la madera y agricola y la parte organica de la basura doméstica diaria,
como sustrato de partida. Esta es por un lado muy favorable y, por otro lado, existe en gran cantidad. Los tres
componentes mayores de la lignocelulosa son lignina, celulosa y hemicelulosa. La hemicelulosa, después de la
celulosa, el segundo polimero mas frecuente, es un heteropolimero muy ramificado. Esta compuesta por pentosas
(L-arabinosa, D-xilosa), acidos urénicos (acido 4-O-etil-D-glucurénico, acido D-galacturénico) y hexosas (D-manosa,
D-galactosa, L-ramnosa, D-glucosa) (véase la figura 1). La hemicelulosa, si bien puede hidrolizarse mas facilmente
que la celulosa, en cambio presenta las pentosas L-arabinosa y D-xilosa, que normalmente no pueden convertirse
por la levadura S. cerevisiae.

Para poder utilizar pentosas para fermentaciones, éstas deben llegar en primer lugar a la célula a través de la
membrana plasmatica. Aunque S. cerevisiae no puede metabolizar la D-xilosa, ésta puede alojarse en la célula. Sin
embargo S. cerevisiae no tiene ningun transportador especifico. El transporte tiene lugar con ayuda de los
numerosos transportadores de hexosa. La afinidad de los transportadores hacia D-xilosa es en cambio claramente
mas baja que la afinidad hacia D-glucosa (Kotter y Ciriacy, 1993). En levaduras que pueden metabolizar D-xilosa,
tales como por ejemplo P. stipitis, C. shehatae o P. tannophilus (Du Preez y col, 1986), existen tanto
transportadores de baja afinidad no especificos, que transportan D-glucosa, como simportadores de protones de alta
afinidad especificos s6lo para D-xilosa (Hahn-Hagerdal y col., 2001).

En ensayos previos pudieron encontrarse algunas levaduras, tales como por ejemplo Candida tropicalis, Pachysolen
tannophilus, Pichia stipitis, Candida shehatae, que pueden fermentar L-arabinosa de forma natural o al menos
asimilarla. Sin embargo, éstas no tienen la capacidad de fermentar la L-arabinosa para dar etanol por completo o
presentan sélo un rendimiento de etanol muy bajo (Dien y col., 1996). También se sabe muy poco sobre la
incorporacion de L-arabinosa. En la levadura C. shehatae se parte de un simporte de protones (Lucas y Uden,
1986). En S. cerevisiae se conoce de la galactosa permeasa Gal2, que ésta transporta también la L-arabinosa
similar en la estructura a la D-galactosa (Kou y col., 1970).

La fermentacion alcohdlica de pentosas en cepas de levadura de S. cerevisiae modificadas mediante biotecnologia,
recurriéndose entre otros a distintos genes de la cepa de levadura Pichia stipitis para la modificacién genética de S.
cerevisiae, se describi6 en los ultimos afos sobre todo en relacion con la fermentacion de xilosa.. A este respecto la
ingenieria genética se concentra sobre todo en la introduccién de los genes para la asimilacion de xilosa inicial a
partir de Pichia stipitis, una levadura que fermenta xilosa en S. cerevisiae, es decir una levadura que se utiliza
tradicionalmente en la produccion de etanol hexosa (Jin y col. 2004).

Jeppson y col. (2006) describen la fermentacién de xilosa mediante S. cerevisiae por medio de la introduccién de
una ruta metabolica de xilosa, que o bien es similar a la ruta metabdlica en las levaduras Pichia stipitis y Candida
shehatae, que usan naturalmente xilosa, o bien similar a la ruta metabdlica bacteriana.

Katahira y col. (2006) describen hidrolizados de é&cido sulfurico de biomasa lignocelulésica, tal como astillas de
madera, como material importante para la produccién de bioetanol combustible. En este estudio se construyé una
cepa de levadura recombinante que puede fermentar xilosa y celooligosacaridos. Para ello se integraron distintos
genes en esta cepa de levadura, en concreto para la expresion intercelular de xilosa reductasa y xilitol
deshidrogenasa a partir de Pichia stipitis y xiluloquinasa a partir de S. cerevisiae asi como para la presentacion de
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beta-glucosidasa a partir de Aspergillus acleatus sobre la superficie celular. Durante la fermentacién de los
hidrolizados de &cido sulfurico de astillas de madera se fermentaron completamente después de 36 horas xilosa y
celooligosacaridos mediante la cepa recombinante.

Pitkanen y col. (2005) describen la obtencién y caracterizacion de aislados de quimiostato de xilosa de una cepa de
S. cerevisiae, que sobreexpresa genes que codifican para xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis
y el gen, que codifica para la xiluloquinasa endégena. Los aislados se obtuvieron a partir de cultivos de quimiostato
aeroébicos sobre xilosa como Unica o principal fuente de carbono. En condiciones aerobias sobre medio minimo con
30 g/l de xilosa la tasa de crecimiento del aislado de quimiostato era 3 veces mayor que la de la cepa original (0,15
h™ frente a 0,05 h"). La tasa de incorporacién de xilosa se aumento casi 2 veces. Las actividades de las encimas
clave de la ruta metabdlica de la pentosa fosfato (transcetolasa, transaldolasa) se aumentaron 2 veces, mientras que
las concentraciones de sus sustratos (pentosa-5-fosfatos, sedoheptulosa-7-fosfato) se redujeron de manera
correspondiente.

Becker y Boles (2003) describen la ingenieria genética y la seleccion de una cepa de laboratorio de S. cerevisiae,
que puede usar L-arabinosa para el crecimiento y fermentar para dar etanol. Esto fue posible mediante la
sobreexpresion de una ruta metabdlica de la L-arabinosa bacteriana, que consiste en AraA de Bacillus subtilis y
AraB y AraD de Escherichia coli y sobreexpresion simultanea de la galactosa permeasa que transporta L-arabinosa
en la cepa de levadura. El analisis molecular de la cepa seleccionada mostré que el requisito decisivo para un uso
de L-arabinosa es una menor actividad de L-ribuloquinasa. Sin embargo, de esta cepa de levadura se informa, entre
otras cosas, de un crecimiento muy lento. (Véase la figura 2)

Es decir, en el estado de la técnica existe la necesidad de transportadores de pentosa especificos, en particular
transportadores de L-arabinosa, que permitan captar pentosas, en particular L-arabinosa de manera especifica en
células, tales como células de levadura, y por lo tanto favorecer la utilizacién y la fermentacion de pentosas, en
particular L-arabinosa.

Por lo tanto es objetivo de la presente invencion proporcionar transportadores de pentosa especificos, tales como
transportadores de L-arabinosa.

Este objetivo se alcanza mediante la invencién, tal como se reivindica en las reivindicaciones.

El objetivo se alcanza segun la invencion mediante la provisién de polipéptidos que presentan una funciéon de
transporte de pentosa in vitro y/o in vivo, y variantes y fragmentos de los mismos.

El polipéptido segun la invencion se selecciona del grupo de

a. un polipéptido, que es al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 % idéntico a la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO:1 y que presenta una funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo, y

b. un polipéptido, que es idéntico a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO:1 y que presenta una
funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo,

siendo la pentosa preferentemente arabinosa, en particular L-arabinosa.

De manera preferente el polipéptido segun la invencion comprende un fragmento de al menos 200 o 300
aminoacidos continuos segun la SEQ ID NO:1. A este respecto un fragmento de este se caracteriza porque presenta
una funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo.

En una forma de realizacién preferida un polipéptido segin la invencion comprende un fragmento de 502
aminoacidos, que corresponde a los primeros 502 aminoacidos segin la SEQ ID NO: 1. Un fragmento de este tipo
se caracteriza porque presenta una funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo.

De manera preferente el polipéptido seguin la invencién es un polipéptido que es hasta al menos el 90 %,
preferentemente el 95 %, mas preferentemente hasta el 99 % idéntico a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO:1 y que presenta una funcion de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo.

Variantes de los polipéptidos segun la invencion pueden ser también aquéllos que presentan los cambios de
aminoacidos conservativos o menores deleciones y/o inserciones, siempre que estas modificaciones no influyan
esencialmente la funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo.

Los polipéptidos segln la invencion pueden comprender ademas secuencias de aminodacidos heterélogas. El propio
experto puede seleccionar secuencias de aminoacidos heterdlogas adecuadas segun su aplicacién o uso.

De manera preferente la pentosa es arabinosa, en particular L-arabinosa, de modo que un polipéptido segun la
invencion presenta preferentemente una funcion de transporte de arabinosa in vitro y/o in vivo, en particular una
funcion de transporte de L-arabinosa.

El polipéptido segun la invencion procede preferentemente de una levadura, preferentemente de Pichia, en particular
Pichia stipitis.
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El objetivo se alcanza ademas segun la invencién mediante la provisién de moléculas de acido nucleico aisladas que
codifican para un polipéptido segun la invencién.

De manera preferente una molécula de &cido nucleico segun la invencion es hasta al menos el 90 %,
preferentemente el 95 % y mas preferentemente el 99 % idéntica a la secuencia de acido nucleico segun la SEQ ID
NO:2 o0 3.

Una molécula de acido nucleico segun la invencion comprende secuencias de acido nucleico de vector adicionales,
preferentemente secuencias de vector de expresién. Secuencias de acido nucleico de vector se seleccionan
preferentemente de secuencias, que se comprenden por los vectores del grupo que consiste en YEp24, p426HXT7-
6HIS, p426Met25, pYES260, pYES263, pVTU260, pVTU263, pVTL260, pVTL263. Para realizaciones adicionales
véanse las figuras 6A-E y el ejemplo 3.

Las moléculas de acido nucleico segun la invencién pueden comprender ademas secuencias de acido nucleico que
codifican para polipéptidos heterélogos adicionales. El propio experto puede seleccionar secuencias de acido
nucleico heterdlogas adecuadas, que codifican para polipéptidos heter6logos adicionales, segun la aplicacion o el
uso. Entre ellas figuran por ejemplo secuencias de marcador de resistencia a antibioticos.

Las moléculas de acido nucleico segun la invencion comprenden preferentemente ADNbc, ADNmc, PNA, CNA, ARN
0 ARNm o combinaciones de los mismos.

El objetivo se alcanza ademas segln la invencién mediante la provision de células huésped que contienen al menos
una molécula de acido nucleico segun la invencién. Las células huésped segun la invencion expresan ademas
preferentemente esta al menos una molécula de &cido nucleico segun la invencion.

Una célula huésped segln la invencion es en particular una célula de hongo y preferentemente una célula de
levadura, tal como Saccharomyces sp., por ejemplo S. cerevisiae, Kluyveromyces sp., por ejemplo K. lactis,
Hansenula sp., por ejemplo H. polimorpha, Pichia sp. , por ejemplo P. pastoris, Yarrowia sp., por ejemplo Y. lipolitica.

De manera preferente las células huésped segun la invencién contienen ademas moléculas de acido nucleico que
codifican para proteinas de la ruta metabdlica de la arabinosa, en particular para L-ribuloquinasa, L-ribulosa-5-P 4-
epimerasa, L-arabinosa-isomerasa.

A este respecto se trata preferentemente de proteinas de la ruta metabdlica de la arabinosa bacteriana, en particular
L-ribuloquinasa de araB de E. coli, L-ribulosa-5-P 4-epimerasa de araD de E.coli y L-arabinosa-isomerasa de araA
de B. subtilis. Véanse también las figuras 2 y 3.

Células huésped especialmente preferidas de esta invencién son células de la cepa MKY06-4P que se depositd en
la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares el 23 de agosto de 2006 con el nimero de deposito
DSM 18544. Véase también la figura 3.

Una célula huésped preferida segin esta invencion es una célula de levadura que se modific6 mediante la
introduccion y la expresion de los genes araA (L-arabinosa-isomerasa), araB (L-ribuloquinasa) y araD (L-ribulosa-5-
P-4-epimerasa) y también sobreexpresa un gen TAL1 (transaldolasa), tal se describe por los inventores en el
documento EP 1 499 708 B1, y ademéas de esto contienen al menos una molécula de acido nucleico segun la
invencion.

El objetivo se alcanza ademas seguln la invencién mediante la provision de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo,
que comprenden una parte inmunolégicamente activa, que se une de manera selectiva a un polipéptido segun la
invencion. En el estado de la técnica se conocen procedimientos para la generacion de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo.

El objetivo se alcanza ademas segun la invencién mediante procedimientos para la producciéon de un polipéptido
segun la invencién. Un procedimiento de este tipo comprende cultivar una célula huésped segun la invencién en
condiciones en las que se expresa una molécula de acido nucleico segun la invencion. En el estado de la técnica se
conocen procedimientos generales para la generacion de polipéptidos por medio de cultivo celular.

El objetivo se alcanza ademas segun la invencién mediante un kit que comprende un compuesto, que se une de
manera selectiva a un polipéptido segun la invencion, opcionalmente con adyuvantes adicionales e instrucciones de
uso.

El compuesto es preferentemente una pentosa, tal como por ejemplo arabinosa, y en particular L-arabinosa, o un
derivado de una pentosa de este tipo.

El objetivo se alcanza ademas segun la invencion mediante procedimientos para la identificacion de un compuesto,
que se une a un polipéptido segun la invencién y/o modula su actividad. Un procedimiento de este tipo comprende
las siguientes etapas:
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Poner en contacto un polipéptido o una célula, que expresa un polipéptido segun la invencion, con un compuesto de
prueba, y

determinar, si el polipéptido se une al compuesto de prueba y, opcionalmente, determinar, si el compuesto de
prueba modula la actividad del polipéptido.

El compuesto es preferentemente una pentosa, tal como por ejemplo arabinosa, y en particular L-arabinosa, o un
derivado de una pentosa de este tipo.

El objetivo se alcanza ademas segun la invencién mediante procedimientos para la modulacién de la actividad de un
polipéptido segun la invencién. Un procedimiento de este tipo comprende poner en contacto un polipéptido o una
célula, que expresa un polipéptido segun la invencién, con un compuesto, que se une al polipéptido en una
concentracioén suficiente para modular la actividad del polipéptido.

El compuesto es preferentemente una pentosa, tal como por ejemplo arabinosa, y en particular L-arabinosa, o un
derivado de una pentosa de este tipo.

El objetivo se alcanza ademas segun la invencién mediante procedimientos para la produccién de bioetanol. Un
procedimiento segun la invencién de este tipo comprende la expresiéon de una molécula de acido nucleico segun la
invencion en una célula huésped segun la invencion.

Los polipéptidos, moléculas de acido nucleico y células huésped segun la invencién se usan en particular
preferentemente para la produccion de bioetanol. Para formas de realizacién preferidas se remite a la figura 8 y al
ejemplo 4.

Los polipéptidos, moléculas de acido nucleico y células huésped segun la invencién se usan ademas en particular
preferentemente para la fermentacion recombinante de biomaterial que contiene pentosa.

Genes especificos de Pichia stipitis, que aumentan de manera especifica la incorporacién de la pentosa L-arabinosa
en S. cerevisiae, se aislaron con el uso de un banco de genes y se integraron en la cepa de levadura MKY06-3P,
que entonces puede fermentar la L-arabinosa para dar etanol. La seleccién de los genes relevantes llevd a un nuevo
transportador de L-arabinosa especifico, cuya secuencia de nuclettidos y de proteina existe (véanse las SEQ ID
NO: 1-4). Para ello se remite también a los ejemplos y las figuras.

Debido a la especificidad de este nuevo transportador, puede mejorarse la tasa de incorporacion para L-arabinosa
tras la expresién en sistemas productores de etanol existentes, dado que, por un lado, a altas concentraciones de L-
arabinosa se mejora la situacion de concurrencia con respecto a la glucosa y, por otro lado, a menores
concentraciones de L-arabinosa debido a una alta afinidad se hace mas eficiente el transporte de L-arabinosa.

Incorporacion de L-arabinosa

Para que la pentosa L-arabinosa de S. cerevisiae pueda metabolizarse, debe incorporarse en primer lugar en la
célula. Se conoce poco con respecto a esta incorporacion. Hasta el momento no se conoce todavia en eucariotas
ningun gen que codifique para transportadores de L-arabinosa especificos. Todos los transportadores de hexosa
sometidos a prueba para la pentosa D-xilosa presentan una afinidad mucho mayor hacia D-glucosa que hacia D-
xilosa. Lo mismo se supone para la L-arabinosa. De todas las cepas construidas hasta ahora que pueden
aprovechar pentosas (D-xilosa o L-arabinosa), se notifica un crecimiento relativamente lento. Como motivo para ello
se menciona sobre todo la lenta y escasa incorporacion de las pentosas (Becker y Boles, 2003; Richard y col.,
2002). En el caso de fermentaciones en una mezcla de azucar, compuesta por D-glucosa y D-xilosa o D-glucosa y L-
arabinosa, los azlcares no se convierten simultaneamente. Mediante la alta afinidad de los transportadores hacia D-
glucosa se metaboliza ésta en primer lugar. Se produce un denominado desplazamiento de diauxia. Sélo después
de haberse agotado la D-glucosa, se convierte la pentosa en una segunda fase de crecimiento claramente mas lenta
(Kuyper y col., 2005a; Kuyper y col., 2005b). Como explicacion se menciona la falta de transportadores especificos
para pentosas.

Nuevo transportador de L-arabinosa especifico a partir de P. stipitis

Para aplicaciones industriales seria ideal si el microorganismo usado pudiera convertir de la forma mas simultanea
posible, todos los azicares presentes en el medio (Zaldivar y col., 2001). Para conseguir esto, serian de gran
utilidad transportadores especificos para cada tipo de azucar. Especialmente para L-arabinosa no se conocia aun
ninguno hasta ahora.

En esta invencion se logra con un sistema de prueba (véanse los ejemplos), encontrar un gen de transportador de L-
arabinosa especifico a partir del genoma de P. stipitis. En los plasmidos pAraTi1 y pAraT7 estan localizados
fragmentos del genoma de P. stipitis, que son responsables de un crecimiento especifico en medio de L-arabinosa
pero no de D-glucosa, D-manosa o D-galactosa. El bajo crecimiento observado en D-galactosa no se provocé por
los plasmidos pAraT1 o pAraT7. A este respecto se trataba sélo del crecimiento débil de EBY.VW4000, la cepa de
partida del MKY06, que ya se notific6 por Wieczorke y col. (1999). Pudo descartarse la posibilidad, de que el
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crecimiento obtenido se provocara por una mutaciéon genémica en MKYQ06. Tras una seleccidon sobre la pérdida del
plasmido del banco de genes de P. stipitis mediante la doble extensiéon en medio FOA ya no se determind ningun
crecimiento con nuevas extensiones en medio de L-arabinosa. Por lo tanto el crecimiento resulté de los plasmidos
del banco de genes de P. stipitis (véanse los ejemplos). Pudo mostrarse que los plasmidos encontrados codifican
para un transportador.

Con wuna basqueda BLAST con el genoma de Pichia stipitis publicado recientemente (véase
http://genome.jgipsf.org/euk_home.html) se mostrdé una coincidencia del 100 % con HGT2. HGT2 se anot6 como
transportador de glucosa de alta afinidad putativo debido a su alta homologia con el transportador de glucosa de alta
afinidad HGT1 de Candida albicans. Si se examina la secuencia en cuanto a los posibles dominios transmembrana,
se obtienen 12 dominios transmembrana, lo que es tipico de los transportadores. Por lo tanto, es sorprendente que
se trate de un transportador de pentosa (transportador de arabinosa) y no de un transportador de hexosa.

Ademas habia que vencer una pluralidad de obstaculos y dificultades experimentales para hallar y proporcionar el
transportador segun la invencién, que se deducen en mayor detalle también a partir de los ejemplos y las figuras.

- Enlacepa de partida EBY.VW4000 debian delecionarse en total 21 genes de transportador de monosacarido.

- Ademas en esta cepa debia sobreexpresarse a nivel del genoma TALT.

- El establecimiento de las condiciones de crecimiento 6ptimas para la realizacion de la seleccidén se configuran
de manera muy dificil y que requiere mucho tiempo.

- En el caso del transportador segun la invencion se trata del primer transportador de arabinosa especifico
descrito de eucariotas

- Se trata de un transportador expresado de manera heteréloga e incorporado al mismo tiempo funcionalmente en
la membrana plasmatica de S. cerevisiae, lo que no es de esperar necesariamente.

Sobre las dificultades en cuanto a transportadores expresados de manera heterdloga existen algunos informes,
véase para ello el capitulo 2 en "Buch Transmembrane Transporters" (Boles, 2002) y el articulo de Wieczorke y col.,
20083.

Otra biomasa con cantidades significativas de arabinosa (fuente de los datos: U.S. Department of Energy http:
/lwww.eere.energy.gov/biomass/progs/searchl.cgi):

Tipo de biomasa L-Arabinosa [%]
Pasto varilla 3,66
Coiron grande 3,55
Festuca alta 3,19
Robinia 3
Rastrojo de maiz 2,69

Paja de trigo 2,35
Bagazo de cana de azucar 2,06
Lespedeza oriental 1,75
Forraje de mijo 1,65

También para su aprovechamiento es de gran importancia el transportador de arabinosa segun la invencion.

Posibilidades de utilizacién de un transportador de arabinosa funcional en la levadura S. cerevisiae y al mismo
tiempo especifico son, por un lado, la producciéon de bioetanol y la produccién de productos precursores de alta
calidad para otras sintesis quimicas.

La siguiente enumeracion procede del estudio "Top Value Added Chemicals From Biomass" (véase
wwwl.eere.energy.gov/biomass/pdfs/35523.pdf). En este caso se clasificaron 30 productos quimicos como
especialmente valiosos, que pueden producirse a partir de biomasa.

Numero de atomos de C Mejores 30 candidatos
1 Hidrégeno, mondéxido de carbono
2
3 Glicerol, acido 3-hidroxipropiénico, acido lactico, acido malénico, acido propidnico,
serina
4 Acetoina, acido aspartico, acido fumarico, 3-hidroxibutirolactona, acido malico, acido
succinico, treonina
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(continuacion)

Numero de atomos de C Mejores 30 candidatos

5 Arabitol, furfural, acido glutamico, acido itacénico, acido
levulinico, prolina, xilitol, acido xilonico

6 Acido aconitico, citrato, acido 2,5-furandicarboxilico,
acido glucarico, lisina, levoglucosano, sorbitol

Siempre que estos productos quimicos se produzca a partir de lignocelulosa mediante bioconversién (por ejemplo
fermentaciones con levaduras), es importante tener un transportador especifico para la hemicelulosa arabinosa.

La presente invencion se aclara adicionalmente en las siguientes figuras, secuencias y ejemplos, pero sin estar
limitada a los mismos. Las referencias citadas se incorporan completamente al presente documento por referencia.
En las secuencias y las figuras muestra:

la SEQ ID NO: 1 la secuencia de proteina del ORF de AraT,
la SEQ ID NO: 2 la secuencia del marco de lectura abierto (ORF) de AraT,

la SEQ ID NO: 3 la secuencia del marco de lectura abierto (ORF) de AraT en una forma con optimizacién de
codones, y

la SEQ ID NO: 4 la secuencia del marco de lectura abierto (ORF) de AraT con 500 de promotor, ORF y 300 de
terminador.

Figura 1. Composicion de la biomasa.

La segunda hemicelulosa mas frecuente es un polimero muy ramificado compuesto por pentosas, acidos
urénicos y hexosas. La hemicelulosa se compone en una gran proporcion de las pentosas xilosa y arabinosa.

Figura 2. Esquema para el uso de L-arabinosa en S. cerevisiae recombinante mediante la integracion de una L-
ruta metabdlica de la arabinosa bacteriana.

Figura 3. Construccion de la cepa de levadura segun la invencion MKY06-4P.

La cepa de partida para la construccién de la MKY06-4P fue la cepa de levadura EBY.VW4000, en la que
estaban delecionados todos los genes de transportador de hexosa (HXT). En esta cepa se sobreexpresé el
TAL1 de transaldolasa end6gena mediante el cambio del promotor nativo por el promotor de HXT7 acortado
(HXT7-Prom). Esto llevo a la cepa MKY06. En esta cepa se transformaron los plasmidos p423H7araABs™
(araA), p424H7araB™® (araB) y p425H7araD™ (araD) para el metabolismo de la arabinosa (=MKY06-3P).
Adicionalmente se transformé también el plasmido p426H7-araT (araT), que codifica para el transportador de
arabinosa segun la invencion de Pichia stipitis y que asi se obtuvo la cepa MKY06-4P. El transportador se
expresa y se incorpora de manera funcional en la membrana plasmatica (AraT).

Figura 4. Extension de la MKY06 con los plasmidos para el metabolismo de la L-arabinosa y los
transportadores de L-arabinosa encontrados sobre diferentes fuentes de carbono.

En cada extension se trataba del MKY06-3P y adicionalmente un plasmido del banco de genes YEpTW. Como
control negativo (-) se transformé en lugar de un plasmido del banco de genes el p426HXT7-6HIS y como
control positivo (+) el pHL125re. 1: pAraT1, 6: pAraT6, 7: pAraT7, 8: pAraT8, 11: pAraT11, -: control negativo, +:
control positivo.

A: medio 2 % de L-arabinosa
B: medio en cada caso 2 % de D-galactosa, D-glucosa o D-manosa

Todas las placas de medio SC se incubaron a 30 °C. La placa de L-arabinosa (A) muestra el crecimiento
después de 9 y todas las demas placas (B) después de 2 dias. Las colonias 1 y 7 crecen sobre L-arabinosa
pero no sobre D-glucosa, D-manosa y so6lo débilmente sobre D-galactosa.

Figura 5. Secuenciacion del transportador de arabinosa.

El marco de lectura abierto completo del transportador segun la invencion se secuencié en las dos cadenas con
zonas solapantes. La zona de terminador y promotor se secuencié en una sola cadena. Las flechas muestran
las zonas de secuenciaciones individuales

Figura 6. Vectores usados y su construccion.

El plasmido de partida para la produccion del banco de genes de P. stipitis fue el plasmido YEp24 (A). El
plasmido pAraT1 (B) como también el plasmido pAraT7 se basan por lo tanto en el YEp24 y se diferencian sélo
en el tamafo del inserto. El marco de lectura abierto (ORF) del transportador de arabinosa segun la invencion
se amplific6 por el pAraT1 y se clon6 detrds del promotor de HXT7 fuerte acortado del plasmido p426HXT7-
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6HIS (C). En este caso se generd el plasmido p426H7-AraT (D), que tiene un marcador de uracilo. Otro
plasmido de expresion posible es p426Met25 (E).

Figura 7. Crecimiento sobre arabinosa con el uso de un transportador de arabinosa especifico.

Crecimiento del MKY06-3P, que contiene adicionalmente también el plasmido pHL125" o el plasmido p426H7-
AraT (=MKY06-4P), en medio SM con A) 0,5 %, B) 1 % y C) 2 % de L-arabinosa en condiciones aerobias. Las
cepas con los distintos plasmidos se cultivaron en medio SM con 1 % de L-arabinosa y se inocularon con una
DOsoonm = 0,2 en 30 ml de medio SM con A) 0,5 %, B) 1 % y C) 2 % de L-arabinosa. La incubacién tuvo lugar en
300 ml de matraces con agitacion en condiciones aerobias a 30 °C. Varias veces al dia se tomaron muestras
para la determinacion de la densidad 6ptica.

Figura 8. Formacion de etano con el uso de un transportador de arabinosa especifico. Se muestran los
resultados de andlisis de HPLC de la cepa BWY1 con los plasmidos p423H7araABs’, p424H7araB™,
p425H7araD™ y p426H7-AraT en medio SFM con 1,7 % de L-arabinosa en condiciones semianaerobias.

Ejemplos

Métodos

1. Cepas y medios

- Bacterias

E. coli SURE (Stratagene)

Medio completo LB 1 % de Trypton, 0,5 % de extracto de levadura, 0,5 % de NaCl, pH 7,5 (véase Maniatis, 1982)
Para la seleccion de una resistencia a antibiéticos codificada por plasmido se afadié al medio, tras tratamiento en
autoclave, ampicilina 40 pg/ml. Los medios nutritivos sélidos contenian adicionalmente 1,9 % de agar. El cultivo tuvo
lugar a 37 °C.

- Levadura

Cepa EBY.VW4000

EBY.VW4000 (genotipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 his3-41 MAL2-8c SUC2 Ahxt1-17 Agal2 stl1A4::loxP
agtiA:loxP mph2A::loxP mph3A::loxP) (Wieczorke y col., 1999)

Cepa MKY06

MKYO06 (genotipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 his3-1 MAL2-8¢ SUC2 hxtl-17 gal2 stl1::loxP agti::loxP
mph2::loxP mph3::loxP PromTAL1::loxP-Prom-vkHXT7, Descripcion: EBY.VW4000 PromTAL1::loxP-Prom-vkHXT7)

Cepa MKY06-3P

MKY06-3P (genotipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl -289 his3-1 MAL2-8c SUC2 hxtl -17 gal2 stl1::loxP agt1:: loxP
mph2::loxP mph3::loxP PromTAL1::loxP-Prom-vkHXT7, Descripcion: EBY.VW4000 PromTAL1::loxP-PromvkHXT7);
incluye los plasmidos p423H7araABs'"®, p424H7araB™ y p425H7araD™.

Cepa con el niumero de depésito DSM 18544

MKYO06-4P (genotipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-1 MAL2-8c SUC2 hxtl-17 gal2 stl1::loxP agt1:: loxP
mph2::loxP mph3::loxP PromTAL1::loxP-Prom-vkHXT7, Descripcién: EBY.VW4000 PromTAL1::loxP-PromvkHXT7);
incluye los plasmidos p423H7araABs", p424H7araB", p425H7araD™ y p426H7-AraT.

Cepa BWY1:

BWY1 se basa en la cepa JBY25 (genotipo: MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 his3-A1MAL2-8¢ SUC2 +
mutaciones desconocidas para un mejor crecimiento sobre L-arabinosa) (Becker y Boles, 2003); la cepa JBY25
se selecciond adicionalmente y tiene también mutaciones adicionales para un crecimiento mejorado sobre L-
arabinosa en condiciones de oxigeno limitadas (Wiedemann, 2005).

- Medio completo YEP

1 % de exiracto de levadura, 2 % peptona bacteriologica, fuente de carbono en la concentracién
indicada en cada caso

- Medio selectivo completo sintético SC

0,67 % de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y sulfato de amonio, 0,5 % de sulfato de
amonio, dihidrogenofosfato de potasio 20 mM, pH 6,3, disolucion de aminoacido/nucleobase sin los
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aminoacidos correspondientes para los marcadores de auxotrofia de los plasmidos usados, fuente de
carbono en la concentracién indicada en cada caso

- Medio selectivo minimo sintético SM:

0,67 % de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y sulfato de amonio, 0,5 % de sulfato de
amonio, dihidrogenofosfato de potasio 20 mM, pH 6,3, fuente de carbono en la concentracién indicada
en cada caso

- Medio de fermentacion sintético (medio mineral) SFM
(Verduyn y col., 1992), pH 5,0
Sales: (NH4)2S0s4, 5 g/l; KH2PO4, 3 g/l; MgSO4 *7H20, 0,5 g/l
Metales traza: EDTA, 15 mg/l; ZnSO4 *7H20, 4,5 mg/l; MnCl> *4H:0, 0,1 mg/l; CoCl, *6H20, 0,3 mg/l;
CuSO04, 0,192 mg/l; NazMoO4 *2H,0, 0,4 mg/l; CaClz *2H20, 4,5 mg/l; FeSO4*7H20, 3 mg/l; HsBOs, 1 mg/l;
Kl, 0,1mg/l
Vitaminas: biotina, 0,05 mg/l; acido p-aminobenzoico, 0,2 mg/l; acido nicotinico, 1 mg/l; pantotenato de
calcio, 1 mg/l; piridoxina HCI, 1 mg/l; tiamina-HCI, 1 mg/l; minositol, 25 mg/I

Concentracién de los aminoacidos y nucleobases en el medio completo sintético (Zimmermann, 1975): adenina
(0,08 mM), arginina (0,22 mM), histidina (0,25 mM), isoleucina (0,44 mM), leucina (0,44 mM), lisina (0,35 mM),
metionina (0,26 mM), fenilalanina (0,29 mM), treonina (0,48 mM), tripté6fano (0,19 mM), tirosina (0,34 mM), uracilo
(0,44 mM) y valina (0,49 mM). Como fuentes de carbono se usaron L-arabinosa, D-glucosa, D-galactosa, D-manosa
y maltosa. Para la seleccién sobre la pérdida de un plasmido con marcadores de seleccion URA3 se usaron placas
de medio completo sintético, que ademas de uracilo contenian 5-FOA 1 mg/ml, que se afiadio tras el tratamiento en
autoclave (Boeke y col., 1984).

Los medios completos y selectivos sélidos contenian adicionalmente un 1,9 % de agar. El cultivo de las células de
levadura tuvo lugar a 30 °C. El medio mineral sintético utilizado para las fermentaciones contenia sales, metales
traza y vitaminas en las concentraciones enumeradas anteriormente y la fuente de carbono indicada. A partir de los
metales traza y las vitaminas se preparé una disolucién madre. La disolucion de metales traza se sometié a
autoclave (20 min, 121 °C) y se filtr6 de manera estéril la disolucién de vitaminas. Ambas se almacenaron a 4 °C.
Para la produccién de la disolucién de metales traza el valor de pH tuvo un papel decisivo e impidié la precipitacion
de componentes individuales. Los distintos metales traza debian disolverse completamente agua en el orden
anterior uno tras otro. Después de cada adicion debia ajustarse a 6,0 el valor de pH con KOH antes de que pudiera
anadirse el siguiente metal traza. Al final se ajusté a 4,0 el valor de pH con HCI. Para la evitar la formacién de
espuma, se afnadié al medio antiespumante 50 ul/l (Antifoam204, Sigma). En el caso de ensayos anaerobios se
anadié al medio también 2,5 ml/l de una disolucién de Tween 80-ergosterol tras el tratamiento en autoclave. Esto
consiste en 16,8 g de Tween 80 y 0,4 g de ergosterol, que se rellenaron hasta 50 ml con etanol y se disolvieron en el
mismo. La disolucién se filtr6 de manera estéril. Las sales, las cantidades correspondientes de disolucion de metales
traza y el antiespumante se trataron en autoclave junto con el fermentador completo. La fuente de carbono se tratd
en autoclave por separado del resto del medio. Antes del tratamiento en autoclave se ajusté a 5,0 el pH en todos. La
disolucién de vitaminas estéril se afadié al medio después de enfriar.

2. Plasmidos

Plasmido Fuente/Referencia Descripcion

p423H7araABs™ Becker y Boles, 2003 araA de B. subtilis en p423HXT7-His, reaislado a partir de JBY25-
4M

p424H7araB" Becker y Boles, 2003 araB de E. coli en p423HXT7-His; reaislado a partir de JBY25-4M,
Mutacion en araB

p425H7araD™ Becker y Boles, 2003 araD de E. coli en p425HXT7-His; reaislado a partir de JBY25-4M

p426HXT7-6HIS Becker y Boles, 2003 plasmido 2u para la sobreexpresion de genes y para la produccién
de proteinas de fusion con 6xHis-epitopo; Gen marcador URAS3,
promotor de HXT7 acortado y terminador de CYC1

pHL125" Guldener y col., 1996 plasmido 2u con el gen GALZ2 expresado detrds del promotor de
ADH1, gen marcador URAS, reaislado a partir de JBY25-4M

p426H7-araT plasmido 2u con el ARAT de Pichia stipitis expresado detras del

promotor de HXT7 acortado, gen marcador URA3
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3. Banco de genes de Pichia stipitis

YEpTW Pichia stipitis: banco de genes con fragmentos cromosomicos de Pichia stipitis en el plasmido de
sobreexpresion YEp24, gen marcador URA3 (Weierstall y col., 1999)

4. Transformacion
- Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae se realizé con el método de acetato de litio (Gietz y Woods, 2002). Para la
selecciéon de una resistencia a geneticina se incubaron las células tras la transformacién durante 4 h a 30 °C en
medio completo y a continuacién se sembraron en placa sobre placas de medio que contiene G418.

- Transformacion de E. coli

La transformacién de las células de E. coli tuvo lugar mediante el método de electroporacion (Dower y col., 1988;
Wirth, 1993) por medio de un aparato Easyject prima de EQUIBO.

5. Preparacion de ADN
- Aislamiento de ADN de plasmido a partir de S. cerevisiae

Las células de un cultivo de levadura estacionario (5 ml) se recogieron, se lavaron y se resuspendieron en 100 pl de
tampo6n 1 (tomado del "Plasmid Mini Kit"). Tras la adicion de 200 ul de tampdn 2 y 2/3 volimenes de perlas de vidrio
(@ = 0,45 mm) se digirieron las células durante 8 min en un Vibrax (Janke y Kunkel, Vibrax-VXR) a 4 °C. El
sobrenadante se mezclé con 150 pl de tampén 3 y se incubdé durante 10 min sobre hielo. Después de una
centrifugacién de 15 minutos a 10000 rpm se usoé el sobrenadante y el ADN de plasmido se precipitdé con 400 pl de
isopropanol (-20 °C, 10 min). El ADN sedimentado mediante centrifugacion (30 min, 13000 rpm) se lavo con etanol
frio al 70 % y se llevd a 20 pl de agua. ElI ADN se utilizé a continuacion para una transformacion en E. coli o una
amplificacion de ADN por medio de PCR.

- Aislamiento de ADN de plasmido a partir de E. coli

El aislamiento de ADN de plasmido a partir de E. coli tuvo lugar con el "Plasmid Mini Kit" de la empresa Qiagen
segun las indicaciones del fabricante.

- Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracién de ADN se mide mediante fotometria espectral en un intervalo de longitud de onda de 240-300 nm.
Si la pureza del ADN, determinada mediante el cociente E260nm/E280nm se encuentra a 1,8, entonces la extincién
E260nm = 1,0 corresponde a una concentracion de ADN de 50 mg de ADNbc/ml (Maniatis, 1982).

6. Amplificacion de ADN por medio de PCR
- Uso del sistema Expand™ High Fidelity

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) tuvo lugar con el sistema "Expand™ High Fidelity PCR System" de la
empresa Roche seguln las indicaciones del fabricante. Al ADN de plasmido o gendémico a amplificar se le afadieron
dNTPMix 0,2 mM, 1x tampén 2 (que contiene MgCl> 1,5 mM), 1 U de polimerasa y respectivamente 100 pmol del
cebador de oligonucleétido correspondiente. La reaccion de PCR se realizé en un termociclador (Techne) o
masterciclador (Eppendorf).

Para la amplificacién del ADN se seleccionaron los siguientes ciclos de temperatura.

1. 1x 95 °C, 4 min de desnaturalizacion del ADN

2. 18-35x 95 °C, 45-60 s de desnaturalizacién del ADN
55-60 °C, 45-60 s de union del cebador al ADN (hibridacion)
72 °C, 1-3 min de sintesis de ADN (elongacién)

3. 1x 72 °C, 4 min de sintesis de ADN (elongacion)

Después de la primera etapa se anadié la polimerasa ("hot start PCR"). El nimero de etapas de sintesis, la
temperatura de hibridacion y el tiempo de elongacion se adaptaron a las temperaturas de fusién especificas de los
oligonucleotidos usados o al tamafio del producto esperado. Los productos de la PCR se examinaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa posterior y a continuacion se purificaron.

- Purificacion de ADN de productos de la PCR

La purificacién de los productos de la PCR tuvo lugar con el kit "QlAquick PCR Purification Kit" de la empresa
Qiagen segun las indicaciones del fabricante.
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- Separacion mediante electroforesis en gel de fragmentos de ADN

La separacion de fragmentos de ADN con un tamafo de 0,15-20 kb tuvo lugar en geles de agarosa al 1-4 %. Como
tampon de gel y de disolvente se us6 1xtampén de TAE (Tris40 mM, acido acético 40 mM, 2 mM EDTA) (Maniatis,
1982). Como patrén sirvid o bien un ADN de fago lamda cortado con las endonucleasas de restriccion EcoRlI y
Hindlll o bien la escala de ADN 2-Log (NEB). Las muestras de ADN se mezclaron antes de la aplicacién con 1/10
volumenes de marcador azul (1xtampén TAE, glicerina al 10 %, azul de bromofenol al 0,004 %). Después de la
separacion se incubaron los geles en un bafo de bromuro de etidio y se hicieron visibles los fragmentos de ADN
mediante irradiacion con luz UV (254 nm).

- Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

El fragmento de ADN deseado se cort6 a partir del gel de agarosa-TAE bajo luz UV de onda larga (366 nm) y se
aislé con el kit "QlAex Il Gel Extraction Kit" o el kit "QlAquick Gel Extraction Kit" de la empresa Qiagen segun las
indicaciones del fabricante.

7. Modificacion enzimatica de ADN
- Restriccion de ADN

Escisiones especificas de secuencia del ADN con endonucleasas de restriccion se realizaron en las condiciones de
incubacién recomendadas por el fabricante durante 2-3 horas con 2-5 U de enzima por mg de ADN.

8. Analisis de HPLC

Las muestras tomadas en los ensayos se centrifugaron durante 10 min a 3000 rpm para sedimentar las células de
levadura. El sobrenadante se retir6 y se congel6 inmediatamente a -20 °C. Para la precipitacién de proteinas se
anadié posteriormente &cido sulfosalicilico al 50 %, se mezclé y se separé por centrifugacién durante 30 min a
13000 rpm y 4 °C. El sobrenadante se retird, a partir del mismo se produjo una dilucién 1/10 con agua y se utilizé
para los analisis de HPLC. Como patrones para las mediciones sirvieron muestras con D-glucosa, L-arabinosa y
etanol, que se utilizaron en concentraciones del 0,1 % p/p, 0,5 % p/p y 1,0 % p/p. La concentracion de azlcar y la
concentracion de etanol se midieron por medio de BioLC (Dionex). En la medicién se usd el automuestreador
"AS50", el horno de columna "TCC-100", la bomba de gradiente "GS50" (todos de Dionex) y el detector Rl "RI-101"
(Shodex). Como columna se usé la VA 300/7.7 Nucleogel Sugar 810H (Macherey-Nagel) con acido sulfarico al 20 %
como disolvente (0,6 ml/min). Para la evaluacion de los datos de andlisis se usé el programa Chromeleon™ (Versién
6.50, Dionex).

Ejemplo 1: Construccion de un sistema de ensayo para el examen de transportadores de L-arabinosa
A) Construccion del MKY06

En la cepa de levadura EBY.VW4000 se delecionaron todos los genes de la familia de transportadores de hexosa y
adicionalmente se delecionaron tres genes de la familia de transportadores de maltosa. Esta cepa crecié sobre
medio de maltosa no modificado, pero ya no podia crecer sobre glucosa, fructosa y manosa y sélo crecié muy
débilmente sobre galactosa (Wieczorke y col., 1999). Dado que todos los transportadores de hexosa estan
delecionados, puede deducirse que la cepa tampoco puede acoger ya mas L-arabinosa y es por lo tanto adecuada
para ensayos de transportador de L-arabinosa.

En ensayos anteriores (véase Becker y Boles, 2003) se habia mostrado que ademas de una ruta metabdlica de la L-
arabinosa funcional también era necesaria una actividad aumentada de la transaldolasa para el uso de L-arabinosa.
Por este motivo, mediante el cambio del promotor endégeno de TAL7T en EBY.VW4000 por el promotor de HXT7
acortado, se sobreexpres6 TALT. Esta cepa se denomin6 MKYO06 y esta prevista para, con los plasmidos para el
metabolismo de la L-arabinosa y un transportador, que puede transportar la L-arabinosa, crecer sobre esta fuente de
carbono.

B) Introduccion de la ruta metabolica de la L-arabinosa

La cepa MKY06 se transformé con los plasmidos p423H7araABs™, p424H7araB™ y p425H7araD™ (=MKY06-3P),
para que obtuviera la capacidad del uso de L-arabinosa. La transformacion con los tres plasmidos tuvo lugar
simultaneamente. Los transformantes se sembraron en placa sobre medio SC con el 2 % de maltosa. En una
transformacién adicional se transformaron como control positivo ademas del transportador Gal2, conocido como L-
arabinosa y como control negativo el plasmido vacio p426HXT7-6HIS y de nuevo se sembraron en placa sobre
placas de medio que contiene maltosa. El control positivo, que contiene un transportador de L-arabinosa y los tres
plasmidos para el uso de L-arabinosa y sobreexpresa la transaldolasa, deberia poder crecer sobre L-arabinosa. El
control negativo no deberia mostrar ningin crecimiento debido a la falta de transportador. Esto se sometié a ensayo.

C) Examen del sistema de ensayo

Para poder usar adicionalmente el sistema de ensayo construido, tuvieron que examinarse en primer lugar el control
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positivo y el control negativo con respecto a su crecimiento. Varias colonias de los transformantes obtenidos sobre
las placas de SC con el 2 % de maltosa se retiraron con un bucle de inoculacion estéril y se extendieron sobre
placas de SC con el 2 % de L-arabinosa y se incubaron a 30 °C durante diez dias. El control positivo mostro,
después de este tiempo, un claro crecimiento y el control negativo, tal como se esperaba, ningln crecimiento.

El comportamiento de crecimiento se examin6 asimismo en medio liquido con el 2 % de maltosa o el 2 % de L-
arabinosa. Para ello se realizaron cultivos previos con las fuentes de carbono correspondientes (maltosa o L-
arabinosa) en condiciones aerobias a 30 °C. Después de alcanzar la fase exponencial tardia se usaron esto cultivos
previos para inocular 30 ml del mismo medio con una DOgponm=0,2 inicial. Dado que el control negativo no crecia
sobre placas de medio que contiene L-arabinosa, a partir del cultivo previo con el 2 % maltosa partiendo de 30 ml de
medio SC se inocul6 con el 2 % de L-arabinosa. El comportamiento de crecimiento se sigui6 a lo largo de varios dias
mediante la medicién de la densidad éptica a 600 nm. En medio de maltosa, el control positivo y el control negativo
mostraron, tal como se esperaba, un crecimiento idéntico con una tasa de crecimiento de 0,197 h™. En el
crecimiento de L-arabinosa se mostrd, precisamente como ya en el caso de los ensayos con las placas de medio de
L-arabinosa, solo se encontrd crecimiento en el control positivo (u = 0,01 h™), que todavia presentaba el
transportador Gal2 con respecto al control negativo. El bajo crecimiento al inicio del control negativo puede
explicarse porque las células antes de la reinoculacion de maltosa sobre medio que contiene L-arabinosa no se
lavaron. Ademas las reservas de glicégeno de la levadura permiten también un ligero crecimiento.

Por lo tanto, este sistema de ensayo era funcional y podia utilizarse para el examen de transportadores de L-
arabinosa. Como comparacion sirvié en este caso siempre el control positivo y el control negativo mencionados en el
presente documento.

Ejemplo 2 Seleccion con un banco de genes de Pichia stipitis

El sistema de ensayo se us6 ahora para buscar, en un banco de genes de Pichia stipitis, una de las levaduras que
pueden usar L-arabinosa, transportadores posibles de genes de L-arabinosa.

A) Realizacion de la seleccion

El banco de genes usado en este caso YEpTW se produjo a partir de la cepa de Pichia stipitis CBS5774. El ADN
cromosomico se digirid parcialmente con la endonucleasa de restriccién Sau3A parcialmente y se ligé en el vector
YEp24 linealizado con BamHI (Weierstall y col., 1999).

El banco de genes presentaba precisamente como el plasmido pHL125™ un marcador de auxotrofia de uracilo. El
banco de genes YEpTW se transformé en la cepa MKY06-3P y se extendié sobre medio SC con el 2 % de maltosa.
Las colonias obtenidas tras tres dias a 30 °C se replicaron en placa sobre placas de medio SC con el 2 % L-
arabinosa. Después de 10 dias se buscaron colonias que mostraban crecimiento de L-arabinosa. El crecimiento era
s6lo posible cuando el plasmido del banco de genes codifica para un transportador, que podia transportar L-
arabinosa.

Para poder descartar mutaciones genémicas que pudieran ser responsables del crecimiento, se extendieron las
colonias encontradas sobre medio completo con 5-FOA. De esta manera se selecciond sobre la pérdida del
plasmido del banco de genes. Estas colonias de la placa de 5-FOA ya no podian crecer con la nueva extensién
sobre medio de L-arabinosa. Por lo tanto pudo descartarse una mutacion gendémica como causa para el crecimiento.
Las colonias encontradas extendieron también sobre otras fuentes de carbono, para someter a prueba el espectro
del sustrato.

B) Comportamiento de crecimiento

De las mas de 30000 colonias replicadas en placa se extendieron de nuevo sobre placas de L-arabinosa las once
colonias encontradas en este aso que mostraron un ligero crecimiento. En este caso, en cambio sélo cinco colonias
mostraron de nuevo crecimiento sobre L-arabinosa. Se trataba en este caso de la cepa MKY06-3P, que contenia
adicionalmente también el plasmido pAral, pAraT6, pAraT7, pAraT8 o pAraT11 del banco de genes YEpTW (véase
la figura 4). La MKY06-3P mostr6 el crecimiento més intenso con el AraT11. El resto crecieron mas débilmente en
comparacioén con el control positivo. En cambio, debe considerarse en este caso que el GAL2 se sobreexpresd en el
control positivo por un promotor fuerte y los genes sobre los plasmidos del banco de genes presentaban su promotor
nativo. Son de especial interés los plasmidos pAraT1 y pAraT7, dado que éstos s6lo median el crecimiento sobre
medio de L-arabinosa. Estos no mostraron ningln crecimiento sobre D-glucosa y sobre D-manosa. Sobre D-
galactosa unicamente el pAraT1 provocé un ligero crecimiento. El crecimiento del pAraT7 sobre D-galactosa
correspondia al crecimiento débil del control negativo (véase la figura 4). Este se notificé ya anteriormente para la
cepa de partida del MKY06, la EBY.VW4000 (Wieczorke y col., 1999).

Las colonias con el pAraT6, pAraT7 y pAraT11 se cultivaron en medio SC liquido con el 2 % de L-arabinosa y a
partir de ello se prepararon cultivos de glicerina, que se almacena para ensayos posteriores a -70 °C. Con los
plasmidos pAraT1 y pAraT7 se trabaj6 adicionalmente y se examin6 el comportamiento de crecimiento de las cepas
en medio liquido. En medio SC con el 2 % de maltosa se comportaba el MKY06-3P, que contenia adicionalmente el
pAraT1 o pAraT7, de forma idéntica al control positivo (adicionalmente también pHL125) y el control negativo
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(adicionalmente también p426HXT7-6HIS). Las tasas de crecimientos ascendieron a 0,197 h'™".

Sobre medio SC con el 2 % de L-arabinosa se mostraron diferencias. El control negativo (p426HXT7-6HIS) no
mostré ningln crecimiento sobre este medio. El bajo crecimiento al inicio resultd de la etapa de lavado ausente en la
reinoculacién a partir del cultivo previo sobre medio de maltosa -medio en el cultivo principal en medio de L-
arabinosa. Ambos transportadores de L-arabinosa encontrados se comportaban de forma similar. En la tasa de
crecimiento (= 0,087 h™') como también en la DOgoonm Maxima no hubo ninguna diferencia entre el MKY06-3P con
el plasmido pAraT1 o el pAraT7. Si se compara el comportamiento de crecimiento de los dos nuevos transportadores
con el control positivo (pHL125", u = 0,1 h™) entonces se mostré una tasa de crecimiento algo menor y una DOgoonm
menor.

C) Aislamiento de los transportadores de L-arabinosa encontrados

Para poder analizar los transportadores encontrados en el plano genoémico, debian aislarse en primer lugar los
plasmidos del banco de genes de nuevo a partir de la levadura. En este caso, habia que considerar que la cepa
MKYO06 no contiene sélo el plasmido del banco de genes YEpTW, que codifica para el transportador buscado, sino
que, al mismo tiempo, también se producen los tres plasmidos para el metabolismo de L-arabinosa
(p423H7araABs”®, p424H7araB", p425H7araD™) y que el plasmido p423H7araABs™ se produce en un nimero
mucho mayor en las células, que los tres plasmidos restantes. Dado que los plasmidos del banco de genes YEpTW
presentaban un marcador de auxotrofia de uracilo, se inocularon las células a partir de las placas de L-arabinosa en
medio liquido de maltosa sin uracilo (ura). Tras alcanzar la fase estacionaria se reinocularon las mismas en medio
de maltosa-ura reciente medio y se cultivaron de nuevo. A este respecto se cultivaron las células con los cuatro
plasmidos cinco veces en medio liquido de maltosa-ura hasta la fase estacionaria. El objetivo de ello era un
enriquecimiento del plasmido pAraT1 o pAraT7. De estos dos cultivos se prepararon extensiones de separacién
sobre placas de medio de maltosa-ura. Las colonias que se generaron se replicaron en placa sobre otras placas de
maltosa y se incubaron durante dos dias a 30 °C. Estas placas no contenian el aminoacido correspondiente para el
marcador de auxotrofia de uno de los otros tres plasmidos (histidina para p423H7araABs™, triptéfano para
p424H7araB™ o leucina para p425H7araD"™). Estas placas de replicacion se compararon con las placas de maltosa-
ura. Las colonias, que sélo crecieron sobre la placa de maltosa-ura, se seleccionaron. Estas presentaban sélo
todavia el plasmido pAraT1 o pAraT7. Los plasmidos se aislaron a partir de levadura. Después se amplificaron los
plasmidos en E. coli, y tras el aislamiento a partir de E. coli se caracterizaron con ayuda de un analisis de restriccion.
Como enzimas de restriccién se usaron Ncol y Nhel. Ncol corta sélo en el gen marcador URAS3. Cuando se trata del
plasmido buscado del banco de genes, entonces se genera un gran fragmento de 934 pb.

Ejemplo 3 Caracterizacion del nuevo transportador de arabinosa (araT)
A) Secuenciacion

Se secuenciaron los fragmentos cromosémicos de P. stipitis localizados en los plasmidos encontrados en el ejemplo
2 pAraT1y pAraT7.

El ORF completo del transportador encontrado se secuencié en las dos cadenas y con zonas solapantes. La zona
de promotor y de terminador se secuencié en una sola cadena (véase la figura 5). Las flechas muestran las zonas
de secuenciaciones individuales.

En la secuenciacion se mostr6 que los dos plasmidos pAraT1 y pAraT7 contienen fragmentos solapantes del mismo
gen. Se trata de uno y el mismo transportador y no de dos genes de transportador distintos. El plasmido pAraT1
presenta un inserto con aproximadamente 5 kb; contiene los marcos de lectura abiertos (ORF) completos del AraT,
que se compone de 1629 bases y en consecuencia 542 aminoacidos (mas el codén de terminacién). Adicionalmente
también secuencias de promotor y de terminador. El plasmido pAraT7 presenta un inserto que es de
aproximadamente 3 kb de tamafo; no contiene el ORF completo del AraT, sino sélo las primeras 1507 bases. Este
fragmento era en cambio, en su lugar, funcional.

En una busqueda de BLAST con el genoma recién publicado de Pichia stipitis (véase http:/genome.jgipsf.
org/euk_home.html) se mostré una coincidencia del 100 % con HGT2. HGT2 se anot6 debido a su alta homologia
con transportadores de glucosa HGT1 de alta afinidad de Candida albicans como transportadores de glucosa de alta
afinidad putativos. Cuando se examina la secuencia con respecto a los posibles dominios transmembrana, se
obtienen 12 dominios transmembrana, lo que es tipico de los transportadores.

B) Ejemplos de vectores para el AraT

El plasmido de partida para la produccion del banco de genes fue el plasmido YEp24. El plasmido pAraT1 como
también el plasmido pAraT7 se basan por lo tanto en el YEp24 y se diferencian s6lo en el tamafio del inserto. En el
caso del vector YEp24 se trata de un plasmido episémico.

El marco de lectura abierto (ORF) del transportador de arabinosa encontrado se amplificé por el pAraT1 y se cloné
detras del promotor de HXT7 intenso acortado del plasmido p426HXT7-6HIS. A este respecto se generé el plasmido
p426H7-AraT, que presenta un marcador de uracilo.
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Otro plasmido de expresion posible es p426Met25. Para tipos de vectores, véanse las figuras 6A a 6E.

Otros vectores de expresion posibles son pYES260, pYES263, pVTU260, pVTU263, pVTL260 y pVTL263. Datos en
mayor detalle para estos vectores se encuentran en http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/km_expr.html.

C) Crecimiento en funcidn de la concentracion de L-arabinosa en el medio

El crecimiento de la cepa MKY06-4P se examind en condiciones aerobias en funcion de la concentracién de L-
arabinosa en el medio. Como comparacion se usé la cepa MKY06-3P, que contenia adicionalmente también el
plasmido pHL125" 0 p426HXT7-6HIS.

Las cepas con los distintos plasmidos se cultivaron en medio SM con el 1 % de L-arabinosa y se inocularon con una
DOeoonm = 0,2 en 30 ml de medio SM con el 0,5 %, el 1 % o el 2 % de L-arabinosa. La incubacién tuvo lugar en 300
ml de matraz con agitacién en condiciones aerobias a 30 °C. Varias veces al dia se tomaron muestras para la
determinacion de la densidad optica.

Los resultados se muestran en las figuras 7A a 7C. La cepa MKY06-4P crece en las 3 condiciones mas rapidamente
que la cepa de comparacién MKY06-3P; que contiene también el plasmido pHL125". Se muestra al 0,5 % de L-
arabinosa (figura 7A) una clara ventaja del p426H7-AraT frente al pHL125". La cepa crece claramente més rapido y
también hasta una densidad éptica mayor. También al 1 % de L-arabinosa (figura 7B) crece la cepa con el p426H7-
AraT mas rapido que la cepa de comparacién. En la densidad Optica alcanzada al final del crecimiento no se
muestra sin embargo ninguna diferencia. También a una concentracion de L-arabinosa del 2 % (figura 7C) crece la
cepa con el p426H7-AraT mas rapidamente que la cepa de comparacion con el pHL125, que en cambio a esta
concentracion se alcanza una mayor densidad Optica al final del crecimiento.

Con ello se muestra que el sistema de incorporacion de L-arabinosa segun la invencién permite usar L-arabionsa de
manera esencialmente mas eficiente en las células de S. cerevisiae recombinantes.

Ejemplo 4 Uso del nuevo transportador de arabinosa (araT) para la formacion de etanol

En la figura 8 se muestran los resultados de andlisis de HPLC de la cepa BWY1 con los plasmidos p423H7araABs™,
p424H7araB', p425H7araD™ y adicionalmente el p426H7-AraT o como comparacién el pHL125™ en medio SFM con
el 1,7 % de L-arabinosa en condiciones semianaerobias.

Las cepas se cultivaron de manera aerobia en el mismo medio hasta una densidad éptica elevada. Las células se
separaron por centrifugacion y se usaron para la inoculaciéon de ensayos de fermentacién semianaerobios. Ya
después de aproximadamente 25 horas, comienza en ambas cepas la produccién de etanol. En la cepa que
contiene el plasmido p426H7-AraT puede establecerse una mayor produccién de etanol al inicio. Por otro lado, la
concentracion de arabinosa disminuye mas intensamente al final del ensayo en células con el p426H7-AraT que en
el pHL125, lo que indica que en este caso una mayor afinidad del AraT lleva a una fermentacion mejorada de bajas
concentraciones de arabionsa.
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410

Ser

Ser

Phe

His

Lys

235

Lys

Asp

Ala

Ile

Val

315

Ala

Gly

Gly

Val

Ile

395

Val

Arg

Phe

Val

Gly

220

Gly

Asp

Leu

Gln

val

300

Ala

Leu

Ala

Lys

Thr

380

Ala

Gly

Gln

Rrg

Gly

205

Tyr

Asn

Gln

Phe

Ile

285

Tyr

Ser

Phe

Ile

Tyr

365

Ile

Cys

Ile

Arg

Ile

190

Cys

Trp

Arg

Ile

Thr

270

Trp

Ile

Ser

Leu

Met

350

Ser

Gln

cys

Trp

Gly
430

Ala

Phe

Asp

Glu

Leu

255

Lys

Gln

Phe

Ile

Met

335

Met

Val

Ile

Tyr

Val

415

Ala

Trp
Phe
Glu
Asp
240
Ile
Lys
Gln
Asn
Gln
320
Asp
Met
Pro
Fro
Leu
400

Tyr

Ala



Val

Thr

Ala

465

Glu

Asn

Leu

Glu

<210>2

<211> 1629
<212> ADN

Ser

Pro

450

Val

Thr

Val

Ser

Gln
530

Thr
435

Ser

Phe

‘Lys

Pro

Asp
515

Ser

<213> Pichia stipitis

<400> 2

Ala

Ser

Cys

Gly

Ala

300

Ala

Pro

Ala

Phe

Leu

Lys

485

Trp

Asp

Asp

Asn

Lys

Val

470

Arg

Arg

Leu

Ala
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Trp

Asn

455

Met

Leu

Ser

Ala

Glu
535

Ile
440
Ile
Ala
Glu
Ser
His
520

Ser

Leu
Thr
Ile
Glu
Ser
505

Lys

Ser

18

Asn

Trp

His

Val

490

Trp

Met

Ser

Phe

Lys

Val

475

Gly

‘Gln

Asp

Glu

Ala

Thr

460

Gln

Pro

Val

Glu
540

Ile

445

Fhe

Met

Thr

Ser

525

Lys

Ala

Ile

Gly

Trp

Val

510

His

Pro

Met

Ile

Phe

Asp

495

Pro

Lys

Tyr

Tyr

Pro

480

Glu

Leu

Glu



atgagctacg
cttccaaaca
ttcggttttg
ttcaataatc
ttcttcggtt
ttgttgtgtt
gcccaattga
gctccagttt
ttccaattct
ttcattaacg
gttttatttg
tactgggatg
ccagacgtgt

aagagttteg

atatttgctc
tacatttteca
tacgtcttga
agaagattgt
atcttaggta

atccaaatcc

ttcgttgtat

tggggtgact
cttaactttg
tacatcatct
gaaaccaagg
tggagatctt
aagatggatg

aagccttaa

aagataaact
tttacaatgt
atatttcatc
caggctcaga
ccatagtctc
cattcttctg
tgatcggacg
acggttcega
gtgttacctt
gtgttggctc
tcggttgttt
aagcagaatt
tgattgaaat

gttacgtcga

aaatctggea
acatggccgg
acactgctgc
tgattggagg
aatactccgt
cagaagacaa
cattcgctct
ctgcttccag
ctattgccat
acgccgtctt
gcaagcgttt
ccagctggeca

tttcececacaa
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cgttcaacct
gtacattatt
tatgtctgct
catccaaggt
tteccttecatt
gatggtﬁggt
tatcatcget
attggctcca
gggtatcttg
tttcagaatt
ctttattcca
catcgttgece
ctccgaaatce

cttattcacc

acaattgacc
ttactctaac
aactgttcca
tgccatcatg
cccegttceoca
caagtcagct
gagttggggt
acagagaggt
gtacactcca
ctgtcttgtt
ggaagaagtc
accaactgtt

ggaagagcaa

gccttgaagt
gcatctattt
tttataggtg
tttatcactt
tccgaaccat
gctgctgtac
ggtttcggtg
agaaagatta
attatgttct
gcttggggtt
gaatctccaa
caaattcaag
aaggaccaaa

aagaagtata

ggtatgaatg
aacgcaaact
goctttgtttt
atgatgattt
ggcggtcttc
gctagaggtg
gtcggtatct
gctgectgttt
tcttecttea
atggcaatcc
ggacaaatgt
ccattgttgt

tctccagatg
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tcaggacctt
cctgtattte
aagatgacta
cctgtatgge
ttggtagaag
aatcatcttc
ttggttttgg
gaggttttgt
acatttgtta
tacaaattgt
gatggttagc
ctaagggtaa
ttttgattga

tcagaagaac

ttatgatgta
tggttgcctc
taatggatta
tccaatttgg
caggtaacce
ttattgcttg
gggtctactg
caactgctgce
agaatatcac
atgtctactt
gggacgaaaa
cagatgccga

ccgagtcaag

cttggacaga
aggtatgatg
caagaacttt
tttaggttect
agcatccttg
tcaaaacaga
ttecttctgtt
tggtggtatt
cggtttgcat
cccaggtttyg
caaacatggt
tagagaagac
agaaaacctc

tttaactgcc

ctatattgtc
ttccatccaa
cattggcaga
tgttgctggt
aactgttacc
ttgttactta
ttcagaagtt
caactggatt
ctggaagact
tggattccca
tgttcccgeca
cttggcacac

ttctgaggaa

60
120
180
240
300
360

1420
480
540
600
660
720
780

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1629
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atgtcttacg
ttgccaaaca
ttcggttteg
ttcaacaacc
ttcttceggtt
ttgttgtgtt
gctcaattga
gctccagttt
ttccaattct
ttcattaacg
gttttgttcg
tactgggacg
ccagacgttt

aagtctttcg

attttegcte
tacattttca
tacgttttga
agaagattgt
attttgggta
attcaaattc
ttcgttgtt£
tggggtgact
ttgaacttcg
tacattattt
gaaaccaagg
tggagatctt
aagatggacg
aagccataa

<210> 4
<211> 2430

aagacaagtt
tttacaacgt
acatttcttc
caggttctga
ctattgtttc
ctttcttctg
tgattggtag
acggttctga
gtgttacctt
gtgttggttc
ttggttgttt
aagctgaatt
tgattgaaat

gttacgttga

aaatttggca
acatggctgg
acaccgctgce
tgattggtgqg
agtactctgt
cagaagacaa
ctttcgettt
ctgcttctag
ctattgctat
acgetgtttt
gtaagagatt
cttcttggca

tttctcacaa
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ggttcaacca
ttacattatt
tatgtctgct
cattcaaggt
ttecttteatt
gatggttggt
aattattgct
attggctcca
gggtattttg
tttcagaatt
cttcattcca
cattgttgct
ttctgaaatt

cttgttcacc

acaattgacc
ttactctaac
taccgttcca
tgctattatg
tccagttceca
caagtctgct
gtcttggggt
acaaagaggt
gtacacccca
ctgtttggtt
ggaagaagtt
accaaccgtt

ggaagaacaa

gctttgaagt
gcttctattt
ttcattggtg
ttcattacct
tctgaaccat
gctgctgtte
ggtttcggtg
agaaagatta
attatgttcet
gcttggggtt
gaatctccaa
caaattcaag
aaggaccaaa

aagaagtaca

ggtatgaacg
aacgctaact
gctttgttct
atgatgattt
ggtggtttgc
gctagaggtg
gttggtattt
gctgectgttt
tcttctttca
atggctattc
ggtcaaatgt
ccattgttgt

tctccagacg
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tcagaacctt
cttgtatttc
aagacgacta
cttgtatggc
tcggtagaag
aatcttectte
ttggtttcgg
gaggtttcgt
acatttgtta
tgcaaattgt
gatggttggce
ctaagggtaa
ttttgattga

ttagaagaac

ttatgatgta
tggttgcttc
tgatggacta
tccaattcgg
caggtaaccc
ttattgcttg
gggtttactg
ctaccgctge
agaacattac
acgtttactt
gggacgaaaa
ctgacgctga

ctgaatcttc

cttggacaga
tggtatgatg
caagaacttc
tttgggttct
agcttctttg
tcaaaacaga
ttettectgtt
tggtggtatt
cggtttgcac
tccaggtttg
taagcacggt
cagagaagac
agaaaacttg

cttgaccgcet

ctacattgtt
Ltctattcaa
cattggtaga
tgttgctggt
aaccgttacc
ttgttacttg
ttctgaagtt
taactggatt
ctggaagacc
cggtttccca
cgttccagct
cttggétcac

ttctgaagaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1629
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<212> ADN

<213> Pichia stipitis

<400> 4
acaattttgt ggaataatcc cccaccttga taatccttet taggaacaat aaccggegag 60
atgtgcgggg cacgtcagga aacttaacct tgtcgcccta aattgcegtg aaggagagcee 120
atacgatgga actccaaact tttatagtac atatagagtg gagtttgttt ggggaagtgg 180
gaccatgggt caggaatttt gccgaaaaag ggcggttttg ttcactccta gtgcataatg 240
cctgtgtata gacgatcaac ttgtattaat gtctgcatac cccaaatatt cacaattgac 300
ccgcatcaaa aaataattct atctgacatc acgtatgcaa atacagtgag gaaatccatt 360
cttgctgcca actcttegee tttttactca tccttgaaga aggaatcttt gcaatataaa 420
agtaagatga aattcctett attttacaat gttttgtcaa gtctttaaga aatttactct 480
atcgtattta atattatatc atgagctacg aagataaact cgttcaacct gccttgaagt 540
tcaggacctt cttggacaga cttccaaaca tttacaatgt gtacattatt gcatctattt 600
cctgtatttc aggtatgatg ttcggttttg atatttcatc tatgtctget tttataggtg 660
aagatgacta caagaacttt ttcaataatc caggctcaga catccaaggt tttatcactt 720
cctgtatgge tttaggttct ttettcggtt ccatagtcte ttccttcatt tccgaaccat 780
ttggtagaag agcatccttg ttgttgtgtt cattcttctg gatggtcggt gctgctgtac B840



aatcatcttc
ttggttttgg
gaggttttgt
acatttgtta
tacaaattgt
gatggttagc
ctaagggtaa
ttttgattga
tcagaagaac
ttatgatgta
tggttgccte
taatggatta
tccaatttgg
caggtaacce
ttattgcttyg
gggtctactg
caactgctgc
agaatatcac
atgtctactt
ggqacgaaaa
cagatgccga
ccgagtcaag
agttgtgtga
atgtgctata
cgaagatact
tgctttaggt

taccaccaac

tcaaaacaga
ttcttctgtt
tggtggtatt
cggtttgecat
cccaggtttg
caaacatggt
tagagaagac
agaaaacctc
tttaactgcc
ctatattgtc
ttccatccaa
cattggcaga
tgttgctggt
aactgttacc
ttgttactta
ttcagaagtt
caactggatt
ctggaagact
tggattccea
tgttccecgea
cttggcacac
ttctgaggaa
agtcaattgt
ttaatttatc
cttcgtagac
ccecttegaca

tgaatcattg
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gcccaattga
gctcecagttt
ttccaattct
ttcattaacg
gttttatttg
tactgggatg
ccagacgtgt
aagagtttcg
atatttgctc
tacattttca
tacgtcttga
agaagattgt
atcttaggta
atccaaatcc
ttcgttgtat
tggggtgact
cttaactttg
tacatcatct
gaaaccaagg
tggagatctt
aagatggatg
aagccttaaa
tcacqgtctta
tgtttactat
caatacccta
cttacttttt

gtcecgectatt

tgatcggacg
acggttccga
gtgttacctt
gtgttggctce
tcggttgttt
aagcagaatt
tgattgaaat
gttacgtcga
aaatctggca
acatggccgg
acactgctgce
tgattggagg
aatactccgt
cagaagacaa
cattecgetet
ctgcttcecag
ctattgccat
acgccgtctt
gcaagcegttt
ccagctggca
tttceccacaa
ctaaattgat
caataatgtce
cttctgtagt
atctcgcctg

gttctcgaat
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tatcatcgct
attggctcca
gggtatcttg
tttcagaatt
ctttattcca
catcgttgec
ctccgaaatc
cttattcacc
acaattgacc
ttactctaac
aactgttcca
tgccatcatg
ccecegtteca
caagtcagct
gagttggggt
acagagaggt
gtacactcca
ctgtcttgtt
ggaagaagtc
accaactgtt
ggaagagcaa
atgaataaac
tttatgaaat
acttcatata
tacttcactg

atatgacttg

ggtttcggtg
agaaagatta
attatgttct
gcttggggtt
gaatctccaa
caaattcaag
aaggaccaaa
aagaagtata
ggtatgaatg
aacgcaaact
gctttgtttt
atgatgattt
ggcggtcttc
gctagaggtg
gtecggtatct
gctgctgttt
tcttccttca
atggcaatcc
ggacaaatgt
ccattgttgt
tctccagatg
ctgttgcaac
gctttaaaca
catccattat
attgctgctc

ttcatcgcecce

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2430
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido, seleccionado del grupo de

a. un polipéptido, que es hasta al menos el 80 % idéntico a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1
y que presenta una funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo, y

b. un polipéptido, que es idéntico a la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO:1 y que presenta una
funcién de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo,

siendo la pentosa preferentemente arabinosa, en particular L-arabinosa.

2. Polipéptido de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende un fragmento de al menos 200 o 300 aminoacidos
continuos segun la SEQ ID NO: 1, que presenta una funcion de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo,
comprendiendo preferentemente un fragmento de 502 amino&cidos, que corresponde a los primeros 502
aminodcidos segun la SEQ ID NO: 1 y que presenta una funcion de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo,

y/o

siendo el polipéptido hasta al menos el 90 %, preferentemente el 95 % idéntico a la secuencia de aminoacidos
segun la SEQ ID NO: 1 y presentando una funcion de transporte de pentosa in vitro y/o in vivo,

y/o

que comprende ademas secuencias de aminoacidos heterélogas,

siendo la pentosa preferentemente arabinosa, en particular L-arabinosa.

3. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, procediendo el polipéptido de una levadura, preferentemente
de Pichia, en particular Pichia stipitis.

4. Molécula de acido nucleico aislada, que codifica para un polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
asg,

en la que el acido nucleico es preferentemente hasta al menos el 90 %, preferentemente el 95 % y mas
preferentemente el 99 % idéntico a la secuencia de acido nucleico segun la SEQ ID NO:2 o 3,

comprendiendo la molécula de acido nucleico preferentemente ADNbc, ADNmc, PNA, CNA, ARN o ARNm o
combinaciones de los mismos.

5. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende ademas secuencias de acido
nucleico de vector, preferentemente secuencias de vector de expresion,

preferentemente que comprende ademas secuencias de acido nucleico, que codifican para polipéptidos heterélogos
adicionales,

comprendiendo la molécula de acido nucleico preferentemente ADNbc, ADNmc, PNA, CNA, ARN o ARNm o
combinaciones de los mismos.

6. Célula huésped, que contiene una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5 y que
preferentemente expresa la misma, que es preferentemente una célula de hongo y mas preferentemente una célula
de levadura, tal como Saccharomyces sp., Kluyveromyces sp., Hansenula sp., Pichia sp. o Yarrowia sp.

7. Célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 6, que contiene ademas moléculas de acido nucleico, que
codifican para proteinas de la ruta metabdlica de la arabinosa,

codificando las moléculas de acido nucleico preferentemente para proteinas de la ruta metabdlica de la arabinosa
bacteriana.

8. Célula huésped de la cepa MKY06-4P, que se depositd el 23 de agosto de 2006 en la Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos Celulares con el nimero de depésito DSM 18544.

9. Anticuerpo o fragmento de anticuerpo, que comprende una parte inmunolégicamente activa, que se une de
manera selectiva a un polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Procedimiento para la produccién de un polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende cultivar la célula huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 a 8 en condiciones en las que la
se expresa molécula de acido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 4 o 5.

11. Procedimiento para la identificacion de un compuesto que se une a un polipéptido de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 3 y/o que modula su actividad, que comprende las etapas de:

poner en contacto un polipéptido o una célula, que expresa un polipéptido de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 3, con un compuesto de prueba, y

determinar si el polipéptido se une al compuesto de prueba y, opcionalmente, determinar si el compuesto de
prueba modula la actividad del polipéptido,

siendo el compuesto preferentemente una pentosa, tal como por ejemplo arabinosa, y en particular L-arabinosa,
0 un derivado de una pentosa de este tipo.

12. Procedimiento para la modulacién de la actividad de un polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1

24



10

ES 2399297 T3

a 3, que comprende poner en contacto un polipéptido o una célula, que expresa un polipéptido de acuerdo con una
de las reivindicaciones 1 a 3, con un compuesto, que se une al polipéptido en una concentracién suficiente para
modular la actividad del polipéptido, siendo el compuesto preferentemente una pentosa, tal como por ejemplo
arabinosa, y en particular L-arabinosa, o un derivado de una pentosa de este tipo.

13. Procedimiento para la produccion de bioetanol, que comprende la expresién de una molécula de acido nucleico
de acuerdo con una de las reivindicaciones 4 o 5, en una célula huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones
6 a8.

14. Uso de un polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, de una molécula de acido nucleico de

acuerdo con una de las reivindicaciones 4 0 5 o de una célula huésped de acuerdo con una de las reivindicaciones 6
a 8 para la produccion de bioetanol y/ o para la fermentacion recombinante de biomaterial que contiene pentosa.
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Figura 4A

2 % de Arabinosa
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