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DESCRIPCION
Célula genéticamente modificada y procedimiento de uso de dicha célula

Campo de la invencién

La presente invencidon en general se refiere al campo de la biotransformacion de compuestos furanicos. Dichas
biotransformaciones encuentran utilidad en la produccién de acido furan-2,5-dicarboxilico (FDCA) y el procesamiento
de material que contiene lignocelulosa para, por ejemplo, la produccién de biocombustibles y productos bioquimicos.
Mas en particular, la presente invencion se refiere a nuevas células modificadas genéticamente con mejores
caracteristicas para la transformacion biocatalitica de compuestos furanicos. Un aspecto adicional de la invencién se
refiere a un vector adecuado para la modificacion genética de una célula huésped para mejorar sus caracteristicas y
la biotransformacion de compuestos furanicos. Otros aspectos de la invencion se refieren a procesos para la
biotransformacion de acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF) y sus precursores con el uso de la célula
de acuerdo con la invencion.

Antecedente de la invencion

La biotransformacion de compuestos furanicos esta recibiendo una atencion cada vez mayor. Esto es tanto en
cuanto a la bioproduccion de acido furan-2,5-dicarboxilico (FDCA), que es un prometedor producto quimico de valor
afadido de la biomasa (Werpy y col., (2004)) y en cuanto a su papel negativo en la produccion fermentativa de
biocombustibles y productos bioquimicos a partir de materiales que contienen lignocelulosa (Almeida y col., (2009)).

Recientemente se ha aislado un compuesto furanico utilizando un organismo, Cupriavidus basilensis HMF14,
(Koopman y col., (2010a). Este organismo es capaz de metabolizar furfural y 5-(hidroximetil)furan-2-carbaldehido
(HMF). La ruta de degradacion de furfural y HMF de Cupriavidus basilensis HMF14 se ha divulgado en Koopman y
col., (2010a) junto con los genes implicados.

La introduccion funcional del gen hmfH de Cupriavidus basilensis HMF 14 en Pseudomonas putida S12 se divulga
en Koopman y col., (2010b). La cepa resultante tiene buenas capacidades de produccion de FDCA usando HMF
como sustrato. No obstante, la acumulacion observada de acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido-HMF)
requeriria tiempos de procesamiento prolongados o medidas alternativas para eliminar este subproducto. La
eliminacion suficiente del subproducto de acido-HMF es deseable para muchas de las aplicaciones para las cuales
el FDCA puede producirse y, en ocasiones, es incluso esencial.

En busqueda de una solucién al problema de la acumulacién de acido HMF, los inventores de la presente invencion
han encontrado ahora sorprendentemente que la expresion de ciertos polipéptidos en el sistema de produccion de
Pseudomonas putida S12 FDCA reduce eficazmente la acumulacién de acido HMF.

Sumario de la invenciéon

Los presentes hallazgos de los inventores han dado como resultado el concepto generalizado de que la expresion
en un huésped de un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID NO. 1 o 2 o sus
analogos/homologos (tales como las SEC ID N° 3 o 4) junto con uno o mas polipéptidos capaces de la conversién de
acido 5- (hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF), tiene como resultado la bioconversion eficaz del acido HMF.
La mejora de la bioconversion de acido HMF es beneficiosa para la eliminacién de acido HMF y sus precursores
furanicos a partir de materias primas, en las que los compuestos furanicos se consideran perjudiciales, tales como
materias primas para fermentaciones etanologénicas para la produccion de, por ejemplo, biocombustibles o para
fermentaciones para la produccion biolégica de productos quimicos. En otras aplicaciones, la mejora de la
bioconversion de acido HMF mejorara la bioproduccion de una sustancia quimica en la que el acido HMF es un
material de partida o un intermedio, tal como en la bioproduccién de FDCA.

En consecuencia, un primer objeto de la invencion es una célula modificada genéticamente que comprende una
primera secuencia de polinucleétidos que codifica un primer polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 1, 2, 3 0 4 o sus analogos / homologos y una segunda secuencia de polinucledtidos que codifica un
segundo polipéptido que tiene actividad convertidora de acido HMF. El polipéptido convertidor de acido HMF puede
ser la oxidorreductasa codificada por el gen hmfH de Cupriavidus Basilensis HMF 14 descrito previamente (Koopman
y col., 2010a y Koopman y col., (2010b). De acuerdo con determinadas realizaciones se prefiere que la célula
modificada genéticamente comprenda una tercera secuencia de polinucleétidos que codifica un tercer polipéptido
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o sus analogos / homdlogos. La
expresion funcional de las terceras secuencias de aminoacidos tiene como resultado actividad aldehido
deshidrogenasa capaz de convertir aldehidos furanicos.

Si el segundo polipéptido es una oxidorreductasa, la coexpresion del primer polipéptido simultaneamente con la
oxidorreductasa también puede mejorar la calidad de un biocatalizador de célula completa que comprende la
oxidorreductasa con respecto a la produccion biocatalitica FDCA.
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La célula de acuerdo con la invencién es modificada genéticamente mediante la introduccion funcional de, al menos,
la primera secuencia de polinucledtidos. Preferentemente, la célula se modifica genéticamente mediante la
introduccion funcional tanto de la primera como la segunda secuencia de polinucleétidos. Como alternativa, la célula
se modifica genéticamente mediante la introducciéon funcional de la primera y la segunda secuencia de
polinucledtidos. La introduccion funcional de los tres del primero, el segundo y el tercer polinucledtido es una
alternativa adicional.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un vector adecuado para la modificacion genética de una célula
huésped. El vector comprende una primera secuencia de polinucleétidos que codifica un primer polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 1, 2, 3 0 4 o sus analogos / homdlogos y una segunda secuencia de
polinucledtidos que codifica un segundo polipéptido que tiene actividad convertidora de acido 5-(hidroximetil)furan-2-
carboxilico (acido HMF). Opcionalmente, el vector puede comprender una tercera secuencia de polinucleétidos que
codifica un tercer polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o sus
analogos / homologos. Tal vector es adecuado para obtener una célula modificada genéticamente de acuerdo con la
invencion.

Otros aspectos de la invencion se refieren a un proceso de conversion de acido 5- (hidroximetil)furan-2-carboxilico
(acido HMF). Este proceso hace uso de la célula de acuerdo con la invencién. De acuerdo con realizaciones
preferidas, este proceso es adecuado para la produccién de FDCA.

Un aspecto adicional de la presente invencion esta dirigido al uso de una célula modificada genéticamente de
acuerdo con la invencién, para la biotransformacién de precursores furanicos a FDCA.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 divulga una representacion esquematica de las reacciones oxidativas de compuestos furanicos a
acido 2,5-furandicarboxilico. Se presentan los siguientes compuestos furanicos: 1, alcohol HMF; 2, HMF; 3,
acido HMF; 4, FFA; 5, FDCA.

La Figura 2 divulga la produccion de FDCA y la acumulacion de acido HMF en cultivos de alimentacion de HMF
de P. putida S12_2642 (figura 2a) y B38 (figura 2b) (¢, FDCA (mM); B, acido HMF (mM); O, peso seco de la
célula (PSC; g/l); linea discontinua: Velocidad de alimentacion de HMF (ml de solucion 4 M/h))

La Figura 3 divulga la productividad especifica de FDCA en diversos puntos temporales durante los procesos de
alimentacion discontinua presentados en la figura 2 (Oscuro: P. putida S12_2642; claro: P. putida S12_B38).

La Figura 4 divulga la produccién de FDCA y la acumulacién de acido HMF en experimentos en matraz de
agitacion con P. putida S12_B38 (figura 4a) y B51 (figura 4b) (A, HMF (mM); ¢, FDCA (mM); B, acido HMF
(mM); O, peso seco de la célula (PSC; g/l));

La Figura 5 divulga la produccion de FDCA vy la acumulacion de acido HMF en cultivo de alta densidad celular
de alimentacion de HMF de P. putida S12_B38 que comienza con densidad celular alta (CJ, HMF; ¢, FDCA
(mM); Hl, acido HMF (mM); O, peso seco de la célula (PSC g/l); linea discontinua: Velocidad de alimentacion de
HMF (ml de solucion 4 M/h))

La Figura 6 divulga la acumulacién de FDCA, FFA y acido HMF en cultivos en matraces de agitacion que
contienen HMF de P. putida S12_B38 (HmfH y HmfT1 co-expresados; A); S12_B97 (HmfH, HmfT1 y aldehido
deshidrogenasa co-expresados; B); y S12_B101 (HmfH y aldehido deshidrogenasa co-expresados; C). A, HMF
(mM); ¢, FDCA (mM); B, acido HMF (mM); @, FFA (mM); O, peso seco de la célula (PSC; g/l).

Breve descripcion de las secuencias

La SEC ID N° 1 establece la secuencia de aminoacidos de HmfT1 de Cupriavidus basilensis HMF1. La secuencia
tiene un nimero de acceso en GenBank ADE20411.1.

La SEC ID N° 2 establece la secuencia de aminoacidos de HmfT2 de Cupriavidus basilensis HMIF14. La secuencia
tiene un nimero de acceso en GenBank ADE20404.1.

La SEC ID N° 3 establece la secuencia de aminoacidos del producto proteico del gen con el locus mrad2831_4728
de Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 (= ATCC 27329 = DSM 1819). La secuencia tiene un numero de
acceso en GenBank ACB26689.1.

La SEC ID N° 4 establece la secuencia de aminoacidos del producto proteico del gen saci 2058 de Sulfolobus
acidocaldarius DSM 639. La secuencia tiene un nimero de acceso en GenBank AAY81352.1.

La SEC ID N° 5 establece la secuencia de aminoacidos de HmfH de Cupriavidus basilensis HMF14. La secuencia
tiene un nimero de acceso en GenBank ADE20408.1.
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La SEC ID N° 6 establece la secuencia de aminoacidos del producto proteico del gen blr0367 de Bradyrhizobium
japonicum USDA 110. La secuencia tiene un nimero de acceso en GenBank BAC45632.1.

La SEC ID N° 7 establece la secuencia de codificaciéon de hmfT1 de Cupriavidus basilensis HMF14.
La SEC ID N° 8 establece la secuencia de codificacién de hmfT2 de Cupriavidus basilensis HMF14.

La SEC ID N° 9 establece la secuencia de codificacion del gen con el locus mrad2831_4728 de Methylobacterium
radiotolerans JCM 2831 (= ATCC 27329 = DSM 1819).

La SEC ID N° 10 establece la secuencia de codificacion del gen saci_2058 de Sulfolobus acidocaldarius DSM 639.
La SEC ID N° 11 establece la secuencia de codificacién de hmfH de Cupriavidus basilensis HMF14.
La SEC ID N° 12 establece la secuencia de codificacion del genblr0367 de Bradyrhizobium japonicum USDA 110.

La SEC ID N° 13-18 establecen las secuencias de varios cebadores sintéticos. Se indican los lugares de restriccion
(subrayados), los codones de iniciacion y terminacion (complemento inverso) (en cursiva) y los supuestos sitios de
unioén al ribosoma (en mindscula). El cebador FN23 se disefio justo aguas arriba del coddn de iniciacion de hmfH.

La SEC ID N° 13 establece la secuencia de nucleétidos del cebador de ADN sintético hmfT1 (f)
5’- ACGAATTCAAaggagACAACAATGGAAG-3’

La SEC ID N° 14 establece la secuencia de nucleétidos del cebador de ADN sintético hmfT1 (r)
5- AAGCTAGCTGAGCAGTCACCCTCACTC-3’

La SEC ID N° 15 establece la secuencia de nucleotidos del cebador de ADN sintético FN23.
5-CGGAATTCCACATGACAagggagACCG-3’

La SEC ID N° 16 establece la secuencia de nucleétidos del cebador de ADN sintético FN24.
5-CGGAATTCGCTTCGGTCTTCAACTCGGATG-3’

La SEC ID N° 17 establece la secuencia de nucleétidos del cebador de ADN sintético mrad (f)
5- ACGAATTCggaggAAATCTATGCAGACC -3

La SEC ID N° 18 establece la secuencia de nucleétidos del cebador de ADN sintético mrad (r).
5- AAGCTAGCGCAGAACCGTATCGTCAG -3’

La SEC ID N° 19 establece la secuencia de aminoacidos de la aldehido deshidrogenasa Adh de Cupriavidus
basilensis HMF14.

La SEC ID N° 20 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank:
YP_003609156.1.

La SEC ID N° 21 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank:
ZP_02881557.1.

La SEC ID N° 22 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank:
YP_003451184.1.

La SEC ID N° 23 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank: ACA09737.1.
La SEC ID N° 24 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank: YP_530742.1.

La SEC ID N° 25 establece la secuencia de aminoacidos que tiene el nimero de acceso de Genbank:
YP_001541929.1.

La SEC ID N° 26 establece la secuencia de polinucleétidos de adh que codifica la aldehido deshidrogenasa Adh de
Cupriavidus basilensis HMF14.

La SEC ID N° 27 establece la secuencia de polinucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: YP_003609156.1.

La SEC ID N° 28 establece la secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: ZP_02881557.1.
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La SEC ID N° 29 establece la secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: YP_003451184.1.

La SEC ID N° 30 establece la secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: ACAQ09737.1.

La SEC ID N° 31 establece la secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: YP_530742.1.

La SEC ID N° 32 establece la secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que tiene el
numero de acceso de Genbank: YP_001541929.1.

La SEC ID N° 33 establece la secuencia de nucledtidos del cebador de ADN sintético FN13. 5-
ATGCGGCCGCAACAaggagAAGATGGAATGAACG- 3’ (secuencia subrayada: sitio de restriccion Notl; codon de
iniciacion (ATG) del gen que codifica la aldehido deshidrogenasa en cursiva; el supuesto sitio de unién al ribosoma
(RBS) en minusculas)

La SEC ID N° 34 establece la secuencia de nucledtidos del cebador de ADN sintético FN14: 5-
ATGCGGCCGCGCGTCGGGGTCGGTGCTA- 3 (secuencia subrayada: sitio de restriccion Notl; codon de
terminacion (hebra complementaria inversa) en cursiva).

Descripcién detallada de la invenciéon

Definiciones generales

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden” e "incluyen”
y variaciones tales como "comprende", "que comprende”, "incluye" y "que incluye" deben interpretarse de forma
incluyente. Es decir, estas palabras tienen como objetivo transmitir la posible inclusion de otros elementos o

numeros enteros no citados especificamente, cuando el contexto lo permita.

Los articulos "un/uno" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a
uno o a al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” puede significar un
elemento o mas de un elemento.

El término "una serie de" debe entenderse que tiene el significado de uno o mas.

En el presente documento se entiende que los compuestos furanicos son cualquier compuesto que tiene un anillo de
furano. Preferentemente, el compuesto furanico es un compuesto que puede oxidarse a acido 2,5-furan-
dicarboxilico. Los compuestos furanicos relevantes en el contexto de la presente invenciéon incluyen [5-
(hidroximetil)furan-2-iljmetanol  ("alcohol HMF"), 5-(hidroximetil) furan-2-carbaldehido ("HMF"), acido 5-
(hidroximetil)furan-2-carboxilico ("acido HMF"), acido 5-formilfurano-2-carboxilico ("FFA"), furano-2,5-dicarbaldehido
(DFF) y acido furano-2,5-dicarboxilico ("FDCA"). El anillo de furano o cualquiera de sus grupos laterales sustituibles
pueden estar sustituidos, por ejemplo, con OH, alquilo C1-C10, alquilo, alilo, arilo o RO- resto éter, incluyendo
grupos ciclicos, en cualquier posicion disponible en el anillo furano. Las estructuras quimicas de un numero de
compuestos furanicos relevantes se presentan a continuacion.

Alcohol HMF

[s]
i} L]
o R —
\ / ° \ /
DFF FFA

El término "polinucledtido” incluye acidos polidesoxirribonucleicos (ADN) y acidos polirribonucleicos (ARN) y el
término puede referirse a ADN o ARN. El experto sera consciente de las diferencias en la estabilidad de las
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moléculas de ADN y ARN. Asi, el experto en la técnica sera capaz de entender a partir del contexto del uso del
término "polinucledtido”, cual de las formas de polinucleétido (ADN y / o ARN) es adecuada.

El término "similitud" secuencia tal como se utiliza en el presente documento se refiere a la medida en que las
secuencias de polinucleétidos o de proteinas individuales son iguales. El grado de similitud entre dos secuencias se
basa en la medida de la identidad combinada con la medida de los cambios conservadores. El porcentaje de
"similitud de secuencia" es el porcentaje de aminoacidos o nucledtidos que es o bien idéntico o con cambios
conservadores a saber "similitud de secuencia" = (% de identidad de secuencia) + (% cambios conservadores).

Para el propésito de la presente invencién "cambios conservadores" e "identidad" se consideran especies del
término mas amplio "similitud". De esta manera, cada vez que se utiliza el término "similitud" de secuencia, abarca la
"identidad" de secuencia y los "cambios conservadores".

La expresion "identidad de secuencia”" es conocida para el experto en la técnica. Con el fin de determinar el grado de
identidad de secuencia compartida por dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, se
alinean las secuencias para fines comparativos 6ptimos (p. €j., se pueden introducir espacios en la secuencia de una
primera secuencia de aminoacidos o de acido nucleico para una alineacion éptima con una segunda secuencia de
aminoacidos o de acido nucleico). Dicha alineacion puede llevarse a cabo sobre las longitudes completas de las
secuencias que se estan comparando. Como alternativa, la alineacion puede llevarse a cabo sobre una longitud mas
corta de comparacion, por ejemplo por encima de aproximadamente 20, aproximadamente 50, aproximadamente
100 o mas acidos nucleicos / bases o aminoacidos.

Después se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las correspondientes posiciones de
aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo
residuo de aminoacidos o nucledtido en la correspondiente posicion en la segunda secuencia, las moléculas son
idénticas en dicha posicion. El grado de identidad compartida entre las secuencias normalmente se expresa en
términos del porcentaje de identidad entre las dos secuencias y es funcidon del niumero de posiciones idénticas
compartidas por residuos idénticos en las secuencias (es decir, % de identidad= ndmero de residuos idénticos en las
posiciones correspondientes/nimero total de posiciones x 100). Preferentemente, las dos secuencias que se estan
comparando son de la misma o sustancialmente la misma longitud.

El porcentaje de "cambios conservadores" se puede determinar de forma similar al porcentaje de identidad de
secuencia. Sin embargo, en este caso, los cambios en un lugar especifico de una secuencia de aminoacidos o
nucledtidos que son propensos a conservar las propiedades funcionales de los residuos originales se puntdan como
si se hubiera producido ningin cambio.

Para las secuencias de aminoacidos, las propiedades funcionales relevantes son las propiedades fisicoquimicas de
los aminoacidos. Una sustituciéon conservadora para un aminoacido en un polipéptido de la invencién se puede
seleccionar de otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, es bien conocido en la
técnica de la bioquimica de las proteinas que un aminoacido que pertenece a un grupo de aminoacidos que tienen
un tamanfo o caracteristica particular (tales como carga, hidrofobicidad e hidrofilicidad) puede ser sustituido por otro
aminoacido sin alterar la actividad de una proteina, particularmente en regiones de la proteina que no estan
directamente asociadas con la actividad bioldgica. Por ejemplo, los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen
alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. Los aminoacidos neutros polares
incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina. Los aminoacidos con carga positiva
(basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos con carga negativa (acidos) incluyen acido aspartico y
acido glutamico. Las sustituciones conservadoras incluyen, por ejemplo, Lys por Arg y viceversa para mantener una
carga positiva; Glu por Asp y viceversa para mantener una carga negativa; Ser por Thr de manera que se mantenga
un -OH libre; y GIn por Asn para mantener un -NH.libre.

Para las secuencias de nucleétidos, las propiedades funcionales pertinentes es principalmente la informacion
biolégica que un determinado nucledtido lleva dentro del marco de lectura abierto de la secuencia en relacion con la
transcripcion y / o maquinaria de traduccion. Es de conocimiento comun que el cédigo genético tiene degeneracion
(o redundancia) y que multiples codones pueden llevar a la misma informacién con respecto al aminoacido que
codifican. Por ejemplo, en ciertas especies del aminoacido leucina esta codificado por los codones UUA, UUG, CUU,
CUC, CUA, los CUG (o TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG para el ADN)y el aminoacido serina esta especificado por
UCA , UCG, UCC, UCU, AGU, AGC (o TCA, TCG, TCC, TCT, AGT, AGC para el ADN). Los cambios de nucleotidos
que no alteran la informacién traducida se consideran cambios conservadores.

El experto en la técnica conocera el hecho de que varios programas de ordenador diferentes, utilizando diferentes
algoritmos matematicos, estan disponibles para determinar la identidad entre dos secuencias. Por ejemplo, se puede
hacer uso de un programa de ordenador que emplea el algoritmo de Needleman y Wunsch (Needleman y col.,
(1970)). De acuerdo con una forma de realizacion, el programa de ordenador es el programa GAP en el paquete de
software GCG Accelerys (Accelerys Inc., San Diego EE.UU.). Las matrices de sustitucion que se pueden usar son,
por ejemplo una matriz BLOSUM 62 o una matriz PAM250, con un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un
peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o 6. El experto en la técnica apreciara que todos estos parametros diferentes
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produciran resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias no se
altera significativamente cuando se utilizan algoritmos diferentes.

De acuerdo con una realizacién, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se determina
usando el programa GAP en el paquete de software GCG Accelrys (Accelerys Inc., San Diego EE.UU.). Se usa una
matriz NWSgapdna CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70, u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 50 6.

En otra realizacion, el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de nucleétidos se determina
usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Meyers y col., (1989)) que se ha incorporado en el programa ALIGN
(version 2.0) (disponible en la consulta ALIGN utilizando datos de la secuencia del servidor Genestream IGH
Montpellier Francia http://vega.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi) usando una tabla de residuos del peso de PAM120,
una penalizacién de la longitud del hueco de 12 y una penalizacién por hueco de 4.

Para la presente invencion se prefiere mas utilizar BLAST (Herramienta de Alineamiento Local Basico) para
determinar el porcentaje de identidad y / o similitud entre secuencias de nucledtidos o de aminoacidos.

Las consultas que utilizan los programas de BLASTn, BLASTp, BLASTX, tBLASTn y tBLASTx Altschul y col., (1990)
se pueden enviar a través de las versiones online de BLAST accesible a través de htip://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
Como alternativa se puede usar una version independiente de BLAST (por ejemplo, la version 2.2.24 (publicada el
23 de agosto 2010)) descargable también a través de la pagina web del NCBI. Preferentemente, las consultas
BLAST se realizan con los siguientes parametros. Para determinar el porcentaje de identidad y / o similitud entre
secuencias de aminoacidos: algoritmo: blastp; tamafio de la palabra: 3; matriz de puntuacion: BLOSUMG62; costes
del hueco: Existencia: 11, Extension: 1; ajustes de composicion: ajuste de matriz de puntuacién de composicion
condicional; filtro: desactivado; mascara: desactivado. Para determinar el porcentaje de identidad y / o similitud entre
secuencias de nucleotidos: algoritmo: blastp; tamafio de la palabra: 11; coincidencias maximas en el intervalo de
consultas: 0; puntuaciones por apareamientos/apareamientos erréneos: 2, -3; costes del hueco: Existencia: 5,
Extension: 2; filtro: regiones de baja complejidad; mascara: mascara para la tabla de busqueda solamente.

El porcentaje de "cambios conservadores" puede determinarse que es similar al porcentaje de identidad de
secuencia con la ayuda de los algoritmos indicados y programas de ordenador. Algunos programas de ordenador,
por ejemplo, BLASTp, presentan el ndmero / porcentaje de positivos (= similitud) y el numero / porcentaje de
identidad. El porcentaje de cambios conservadores se puede derivar de la misma restando el porcentaje de
identidad del porcentaje de positivos / similitud (porcentaje de cambios conservadores = porcentaje de similitud -
porcentaje de identidad).

Las técnicas de biologia molecular generales, tales como experimentos de hibridacion, experimentos de PCR,
digestiones con enzimas de restriccion, transformacion de los huéspedes etcétera pueden realizarse de acuerdo con
la practica estandar conocida para el experto como se divulga en Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel y col., (eds.), 1995, Current Protocols in Molecular
Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.).

Primer polinucleétido y polipéptido

La célula modificada genéticamente de acuerdo con la invencion comprende un primer polinucleétido que codifica un
primer polipéptido. El primer polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas
preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1, 2,
304.

Como alternativa, la similitud de secuencia se puede expresar como al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de similitud. De
acuerdo con una realizacion, los porcentajes de similitud indicados pueden ser porcentajes de identidad. En una
realizacion concreta, el primer polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos tal como se expone en
cualquierade las SECIDN° 1, 2,3 0 4.

Tal polipéptido es capaz de proporcionar una mejora con respecto a la bioconversién en acido HMF.

Sin pretender quedar ligado a teoria alguna, se cree que dicho polipéptido tiene capacidades de transporte de acido
HMF. Mediante el transporte de acido HMF al interior de la célula por el primer polipéptido, mejora su disponibilidad
para la conversion intracelular. Por lo tanto, la bioconversion en acido HMF puede mejorar.

Tal mejora en la bioconversion en acido HMF se ha demostrado en los ejemplos para HmfT1 (SEC ID N° 1) y el
producto proteico del gen con el locus mrad2831_4728 de Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 (= ATCC
27329 = DSM 1819) (SEC ID N° 3). Sobre la base del nivel de similitud / identidad de secuencia con estas
secuencias esta justificado esperar que HmfT2 (SEC ID N° 2) y el producto proteico del gen Saci 2058 de
Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 tendra efectos similares.

HmfT2 (SEC ID N° 2) tiene mas de 90 % de similitud con HmfT1 (SEC ID N° 1). El nivel de identidad es 87 %.
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Una funcionalidad similar para el producto proteico del gen saci_2058d e S DSM 639 (SEC ID N° 4) se puede
esperar en base a una alineacion de multiples secuencias CLUSTALW2 con los transportistas de diferentes familias
funcionales. El transportador Sulfolobus forma un clister con HmfT1 (SEC ID N° 1) y Mrad2831_4728 (SEC ID N° 3).
Ademas, el analisis del genoma de S. acidocaldarius ha demostrado que el gen transportador saci_ 2058 esta
flanqueado por genes que codifican funcionalidades similares a las de los grupos de genes hmf, respectivamente, el
tipo de actividades que se espera en la degradacién de compuestos similares a HMF. Ejemplos: Saci_2057, alcohol
deshidrogenasa; Saci_2059/2060, anillo aromatico dioxigenasa; Saci_2062, acil-CoA sintetasa (funcionalmente
comparable a hmfD); Saci_2063, enoil-CoA hidratasa (funcionalmente comparable con hmfE); Saci_2064, aldehido
oxidasa / xantina deshidrogenasa (funcionalmente comparable con hmfABC). Sobre la base de este analisis esta
justificado esperar que el producto proteico del gen Saci_2058 de Sulfolobus acidocaldarius DSM 639 (SEC ID N° 4)
tenga efectos similares a los de HmfT1 (SEC ID N° 1) y el producto proteico del gen con el locus mrad2831_4728 de
Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 (= ATCC 27329 = DSM 1819) (SEC ID N° 3).

El primer polipéptido puede estar codificado por una primera secuencia de polinucleétidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas
preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de polinucleétidos expuesta an la SEC
ID N°7, 8, 9 0 10. Niveles alternativos adecuados de similitud del primer polinucleétido con una secuencia expuesta
enla SECID N°7, 8,9 o 10 pueden ser al menos 66 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de similitud. De acuerdo con una realizacién, los porcentajes de similitud
indicados pueden ser porcentajes de identidad. En una realizacion concreta, el primer polipéptido puede estar
codificado por una secuencia de polinucleétidos tal como se expone en las SEC ID N°7, 8, 9 0 10.

El primer polipéptido o el polinucleétido que codifica el primer polipéptido se pueden aislar de un organismo,
preferentemente un microorganismo que exprese el primer polipéptido en ciertas condiciones de crecimiento. El
microorganismo puede ser capaz de utilizar acido HMF o sustancias furanicas relacionadas, tales como HMF o
alcohol HMF, como fuente de carbono, pero esto no es necesario.

En un enfoque tipico, se pueden cribar las bibliotecas de genes para aislar polinucleétidos alternativos que son
adecuados. Las bibliotecas se pueden construir a partir de microorganismos del superreino de bacterias. Estos
microorganismos pueden pertenecer al filo de las proteobacterias, mas especificamente a la clase de
Alfaproteobacterias o Betaproteobacterias. Las alfaproteobacterias pueden pertenecer al orden de Rhizobiales, a las
familias de Bradyrhizobiaceae o Methylobacteriaceae. Bradyrhizobiaceae puede pertenecer al genio de
Bradyrhizobium, por ejemplo Bradyrhizobium japonicum o al género de Afipia. La familia Methylobacteriaceae puede
pertenecer al género de Methylobacterium, por ejemplo Methylobacterium nodulans o Methylobacterium
radiotolerans. Las Betaproteobacterias pueden pertenecer al orden de Burkholderiales, mas especificamente, la
familia de Burkholderiaceae. Pueden pertenecer al género Cupriavidus, por ejemplo Cupriavidus basilensis; o al
género Ralstonia, por ejemplo Ralstonia eutropha; o al género Burkholderia, por ejemplo Burkholderia phymatum,
Burkholderia phytofirmans, Burkholderia xenovorans o Burkholderia graminis. Las bacterias también pueden
pertenecer al filo de Firmicutes, mas concretamente a la clase de Bacilos, mas especificamente el orden de
Bacillales. El orden Bacillales puede pertenecer a la familia de Bacillaceae, mas especificamente al género
Geobacillus, por ejemplo, Geobacillus kaustophilus. Como alternativa, los microorganismos pueden pertenecer al
superreino de Archaea, mas concretamente al filo de Euryarchaeota o al filo de Crenarchaeota. El filo Euryarchaeota
puede pertenecer a un género sin clasificar, por ejemplo Cand. Parvarchaeum acidiphilum o a la clase de
Thermoplasmata, mas especificamente al orden de Thermoplasmatales. El orden Thermoplasmatales puede
pertenecer a la familia de Thermoplasmataceae, mas especificamente al género Thermoplasma, por ejemplo
Thermoplasma acidophilum o Thermoplasma volcanium. Las Crenarchaeota pueden pertenecer a la clase de
Thermoprotei, mas especificamente al orden de Sulfolobales. Los Sulfolobales pueden pertenecer a la familia de
Sulfolobaceae, mas especificamente al género Sulfolobus, por ejemplo, Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus
islandicus, solfataricus Sulfolobus o Sulfolobus tokodaii; o al género de Metallosphaera, por ejemplo, Metallosphaera
sedula. Los Thermoprotei también pueden pertenecer al orden de Thermoproteales, familia de Thermoproteaceae.
La familia Thermoproteaceae puede pertenecer al género Vulcanisaeta, por ejemplo Vulcanisaeta distributa; o al
género Caldivirga, por ejemplo Caldivirga maquilingensis.

Preferentemente, el primer polipéptido y / o el primer polinucleétido que codifica el primer polipéptido se aisla de
Cupriavidus Basilensis HMF14 (Wierckx y col., 2010). De acuerdo con una realizacion alternativa, el primer
polipéptido y / o el primer polinucleétido que codifica el primer polipéptido se pueden aislar de Methylobacterium
radiotolerans.

En base a las secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEC ID N° 1, 2, 3 o 4 y/o las secuencias de
nucledétidos proporcionadas en las SEC ID N° 7, 8, 9 0 10, el experto en la técnica sera capaz de construir sondas y /
o cebadores adecuados para aislar una secuencia de nucleétidos que codifica el primer polipéptido.

Como alternativa, en base a las secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEC ID N° 1, 2, 3 0 4 y/o las
secuencias de nucledtidos proporcionadas en las SEC ID N° 7, 8, 9 o 10, el experto en la técnica puede obtener
secuencias sintetizadas que codifican el primer polipéptido a partir de fuentes comerciales, ya que la sintesis de
genes esta cada vez mas disponible. Las secuencias sintéticas se pueden adquirir de, por ejemplo, Geneart A.G.
(Regensburg, Alemania) o de Genscript USA Inc. (Piscataway, NJ,EE.UU.) por citar algunos.
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La célula de acuerdo con la invencion se modifica genéticamente mediante la introduccion funcional del primer
polinucleétido. Con la introduccion funcional de un polinucleétido se entiende una introduccion de dicho
polinucleétido en una célula, de tal manera que dicha célula adquiere la posibilidad de expresar un producto
polipeptidico funcional del polinucledtido. Los procedimientos y técnicas para la introduccion funcional de
polinucledtidos en células huésped estan dentro del conocimiento general del experto en la técnica.

Polipéptido convertidor de acido HMF

La célula modificada genéticamente de acuerdo con la invencién comprende un segundo polinucleétido que codifica
un segundo polipéptido. El segundo polipéptido tiene la actividad de conversién de acido HMF y se puede
seleccionar de cualquier polipéptido capaz de convertir acido HMF en un producto. Los inventores han observado
que la bioconversion de acido HMF por el segundo polipéptido convertidor de acido HMF mejora de manera efectiva
mediante la expresion del primer polipéptido en una célula.

El segundo polinucledtido que codifica el segundo polipéptido puede ser un componente natural de la célula de
acuerdo con la invencion, es decir la célula no necesita ser modificada genéticamente en relaciéon con el segundo
polinucledtido. Sin embargo, de acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, la célula de acuerdo con la
invencion se modifica genéticamente en relacion con el segundo polinucledtido, mediante la introduccion funcional
del segundo polinucledtido. la expresion "introduccion funcional” ya se ha explicado anteriormente en conexion con
el primer polipéptido y el primer polinucleétido.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el segundo polipéptido es una oxidorreductasa
convertidora de acido HMF. Esta oxidorreductasa convertidora de acido HMF puede comprender una secuencia de
aminoacidos tal como se expone en la SEC ID N° 5 0 6 o un polipéptido variante de la misma que tiene al menos 45
%, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %,
mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SECID N°5 0 6.

Como alternativa, la similitud de secuencia se puede expresar como al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de similitud. De
acuerdo con una realizacion, los porcentajes de similitud indicados pueden ser porcentajes de identidad. En una
realizacion concreta, el segundo polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos tal como se expone en
cualquiera de las SEC ID N° 5 0 6.

La oxidorreductasa convertidora de acido HMF de la SEC ID N° 5 se divulgdé previamente en Koopman y col.,
(2010a) y Koopman y col., (2010b) y se designd6 HmfH. La oxidorreductasa convertidora de acido HMF de la SEC ID
N° 6 se puede aislar de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 y corresponde al producto proteico traducido del gen
blr0367. B. japonicum USDA 110 contiene homdlogos para todos los genes de utilizacion de HMF/furfural de C.
basilensis HMF14 en su genoma (Koopman y col., 2010a). El producto traducido del gen blr0367 es la proteina de B.
japonicum USDA 110 que mostré la homologia mas alta con HmfH, de C. basilensis HMF14. En vista del hecho de
que se ha demostrado que B. japonicum USDA 110 utiliza HMF como la Unica fuente de carbono (Koopman y col.,
2010a) debe albergar un homélogo funcional de HmfH. Por tanto, esta justificado esperar que una actividad de HmfH
similar surja de blr0367.

Aunque la invencion se ejemplifica con referencia a un nimero de oxidorreductasas convertidoras de acido HMF,
cabe sefialar que dentro de la invencidon esta permitido expresamente que el segundo polipéptido es una
oxidorreductasa convertidora de acido HMF diferente o aun un polipéptido convertidor de acido HMF diferente no
que tiene actividad de oxidorreductasa.

El segundo polipéptido puede estar codificado por una segunda secuencia de polinucleétidos que tiene al menos 45
%, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %,
mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de polinucleétidos expuesta an la
SEC ID N° 11 o 12. Niveles alternativos adecuados de similitud del primer polinucleétido con una secuencia
expuesta enla SEC ID N° 7, 8, 11 0 12 pueden ser al menos 66 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de similitud. En una realizacién, los porcentajes de similitud
indicados pueden ser porcentajes de identidad. En una realizaciéon concreta, el segundo polipéptido puede estar
codificado por una secuencia de polinucleétidos tal como se expone en las SEC ID N° 7, 8, 11 0 12.

El aislamiento de un polinucleétido adecuado que codifica el segundo polipéptido que tiene actividad
oxidorreductasa de Cupriavidus Basilensis se ha divulgado en Koopman y col., (2010a). Este gen se designa hmfH.

En un enfoque para el aislamiento del segundo polinucleétido, se pueden cribar bibliotecas génicas para aislar
polinucleétidos que son adecuados. Las bibliotecas se pueden construir a partir de microorganismos del superreino
de bacterias. Estos microorganismos pueden pertenecer al filo de las proteobacterias, mas especificamente a la
clase de Alfaproteobacterias, Betaproteobacterias o Gammaproteobacterias. Las alfaproteobacterias pueden
pertenecer al orden de Rhizobiales o al orden Sphingomonadales. El orden Rhizobiales puede pertenecer a la
familia de Methylobacteriaceae, por ejemplo, un organismo del género Methylobacterium como M. nodulans o M.
radiotolerans o un organismo de la familia de Rhizobiaceae. La familia Rhizobiaceae puede pertenecer al grupo de
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Rhizobium/Agrobacterium, mas especificamente al género Rhizobium, tal como R. leguminosarum o R.
leguminosarum bv. trifoli. También pueden pertenecer al géneroAgrobacterium, tal como A. radiobacter.
Rhizobiaceae también puede pertenecer a la familia de Bradyrhizobiaceae, mas especificamente al género de
Bradyrhizobium, tal como B. japonicum. Sphingomonedales puede pertenecer a la familia de Sphingomonadaceae,
mas especificamente al género de Sphingomonas, tales como S. wittichii o S. chlorophenolicum. Las
betaproteobacterias pueden pertenecer al orden de Methylophilales o al orden Burkholderiales. El orden
Methylophilales puede pertenecer a la familia de Methylophilaceae, por ejemplo, un organismo del género
Methylovorus. Burkholderiales puede pertenecer a la familia de Burkholderiaceae, por ejemplo, un organismo del
género Cupriavidus, tal comoCupriavidus basilensis. También pueden pertenecer al géneroBurkholderia, tal como
Burkholderia phytofirmans. B. phymatum, B. graminis, B. xenovorans o B. cenocepacia o a la familia de
Oxalobacteraceae, género de Janthinobacterium. Las Gammaproteobacterias pueden pertenecer al orden de
Enterobacteriales, familia de Enterobacteriaceae, género de Yersinia tal como Yersinia ruckeri. Los microorganismos
pueden ademas ser bacterias del filo de Actinobacteria, clase de Actinobacteria, subclase de Actinobacteridae orden
de Actinomycetales. ElI orden Actinomycetales puede pertenecer al suborden de Streptomycineae,
Pseudonocardineae o Micromonosporineae. El suborden de Sphingomonedales puede pertenecer a la familia de
Streptomycetaceae, mas especificamente al género de Strepfomyces, tales como S. violaceusniger, S.
hygroscopicus o S. clavuligerus. Pseudonocardineae puede pertenecer a la familia de Pseudonocardiaceae, mas
especificamente al género de Saccharopolyspora tales como S. erythraea; o a la familia de Actinosynnemataceae,
mas especificamente al género de Saccharothrix tales como S. mutabilis o S. mutabilis subsp. capreolus o al género
Actinosynnema, tal como A. Mirum. Las Micromonosporineae pueden pertenecer a la familia de
Micromonosporaceae, mas especificamente al género de Micromonospora.

En base a las secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEC ID N° 5 o 6 y/o las secuencias de nucledtidos
proporcionadas en las SEC ID N° 11 o 12, el experto en la técnica sera capaz de construir sondas y / o cebadores
adecuados para aislar una secuencia de nucleétidos que codifica el segundo polipéptido.

Como alternativa, en base a las secuencias de aminoacidos proporcionadas en las SEC ID N° 5 o 6 y/o las
secuencias de nucleétidos proporcionadas en las SEC ID N° 7, 8, 11 o 12, el experto en la técnica puede obtener
secuencias sintetizadas que codifican el segundo polipéptido a partir de fuentes comerciales como ya se ha indicado
en la seccion que trata del primer polipéptido.

Tercer polinucleétido y polipéptido

De acuerdo con una realizacién alternativa, la célula modificada genéticamente de acuerdo con la invencion
comprende un tercer polinucleétido que codifica un tercer polipéptido. El tercer polipéptido comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas
preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con
una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25.

Como alternativa, la similitud de secuencia se puede expresar como al menos 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de similitud. De
acuerdo con una realizacion, los porcentajes de similitud indicados pueden ser porcentajes de identidad. En una
realizacion concreta, el primer polipéptido puede comprender la secuencia de aminoacidos tal como se expone en
cualquiera de las SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25. La secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 19 es una
seleccién preferida del tercer polipéptido. Esta secuencia de aminoacidos se publicé recientemente en el documento
WO02011 /02690 (SEC ID N° 15).

La expresion funcional de dicho tercer polipéptido tiene como resultado una actividad de aldehido deshidrogenasa
(Adh) capaz de convertir aldehidos furanicos y proporciona una mejora adicional con respecto a la bioconversion de
acido HMF y / o la produccion de FDCA.

Los efectos asociados con la expresion del tercer polipéptido se han demostrado en los ejemplos para la secuencia
de aminoacidos de SEC ID N° 19. Sobre la base del nivel de similitud / identidad de secuencia esta justificado
esperar que los polipéptidos de las SEC ID 20-25 y sus analogos / homologos tendran efectos similares.

El tercer polipéptido puede estar codificado por una tercera secuencia de polinucledtidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas
preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de polinucleétidos expuesta an la SEC
ID N° 26, 27, 28, 29, 30, 31 o 32. Preferentemente, el tercer polipéptido esta codificado por una secuencia de
polinucleétidos expuesta en la SEC ID N° 26 o un homdlogo que tiene la similitud de secuencia indicada con la
secuencia de polinucledtidos expuesta en la SEC ID N° 26. La secuencias de polinucleétidos de SEC ID N° 26 se
publicé recientemente en el documento WO2011 / 026906 (SEC ID N° 16). Niveles alternativos adecuados de
similitud del tercer polinucleétido con una secuencia expuesta en la SEC ID N° 27, 28, 29 o 32 pueden ser al menos
66 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de
similitud. De acuerdo con una realizacién, los porcentajes de similitud indicados pueden ser porcentajes de
identidad. En una realizacién concreta, el tercer polipéptido puede estar codificado por una secuencia de
polinucleétidos tal como se expone en las SEC ID N° 26, 27, 28, 29, 30, 31 o 32.
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El aislamiento y manipulacion adicional del la tercer polipéptido y el correspondiente tercero polinucleétido se
pueden realizar, en general, como se ha expuesto anteriormente y de aqui en adelante para el primer polipéptido y
el primer polipéptido correspondiente.

Vectores

Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores, incluyendo vectores de clonacion y de expresion, que
comprenden el primero y segundo polinucleétido o un equivalente funcional de los mismos y procedimientos de
crecimiento, que transforman o transfectan tales vectores en una célula huésped adecuada, por ejemplo en
condiciones en las que se produce la expresion de un polipéptido de la invencion. Como se usa en el presente
documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico
al que se ha unido.

El primero y segundo polinucleétido y opcionalmente, el tercer polinucledtido, se pueden incorporar en un vector
replicable recombinante, por ejemplo un vector de clonacién o expresion. El vector se puede usar para replicar el
acido nucleico en una célula huésped compatible. Por tanto, en una realizacién adicional, la invencién proporciona
un procedimiento de fabricacién de polinucleétidos de la invencién introduciendo un polinucleétido de la invenciéon en
un vector replicable, introduciendo el vector en una célula huésped compatible y cultivando la célula huésped en
condiciones que produzcan la replicacion del vector. El vector puede recuperarse de la célula huésped. Las células
huésped adecuadas se describen a continuacion.

El vector en el que se inserta el casete de expresion o polinucleétido de la invencion puede ser cualquier vector que
pueda someterse de forma conveniente a procedimientos de ADN recombinante y la eleccion del vector a menudo
dependera de la célula huésped en la que tiene que introducirse.

Un vector de acuerdo con la invencion puede ser un vector de replicacién auténoma, es decir, un vector que existe
como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, por ejemplo,
un plasmido. Como alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una célula huésped, se integra
en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el(los) cromosoma(s) en que se ha integrado.

Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular bicatenario en el que se pueden ligar
segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, En el que se pueden ligar en el genoma viral
segmentos adicionales de ADN. Ciertos vectores son capaces de una replicacion auténoma en una célula huésped
en la que se introducen (p. €j., vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores
episomales de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamifero) se integran en el
genoma de una célula huésped tras la introduccion en la célula huésped y, de este modo, se replican junto con el
genoma del huésped. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que estan
unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresion”. Eh
general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante suelen estar en forma de plasmidos.
Los términos “plasmido” y “vector” se pueden usar de forma intercambiable en el presente documento, ya que el
plasmido es la forma de vector usada con mas frecuencia. No obstante, la invencién esta destinada a incluir esas
otras formas de vectores de expresion, tales como césmidos, vectores virales (p. €j., retrovirus defectuosos en la
replicacion, adenovirus y virus adenoasociados), vectores fagos y transposones y plasposones que sirven funciones
equivalentes.

El experto sera capaz de construir los vectores de acuerdo con la invencién basandose en las secuencias de
aminoacidos y polinucleétidos proporcionadas, su conocimiento de la técnica y los medios disponibles
comercialmente.

De acuerdo con una realizaciéon preferida, la primera y segunda secuencia de polinucleétidos se localizan en un
Unico vector. Este vector comprende opcionalmente ademas la tercera secuencia de polinucleétidos. Como el
experto en la técnica comprendera, el uso de un vector que comprende la primera y segunda secuencia de
polinucledtidos (y que opcionalmente comprende ademas la tercera secuencia de polinucleétidos) simplifica en gran
medida la construccion de células genéticamente modificadas que expresan funcionalmente el primero y segundo
polipéptido (opcionalmente junto con el tercer polipéptido). Sin embargo, como el experto en la materia también
entendera, las células modificadas genéticamente que expresan funcionalmente el primero y segundo polipéptido se
pueden obtener a través de varios otros esquemas de transformacién que implican vectores alternativos. A este
respecto, hay que sefialar que de acuerdo con ciertas realizaciones, la introducciéon funcional de la segunda
secuencia de polinucledtidos no es un requisito. También de acuerdo con ciertas formas de realizaciéon alternativas
adicionales, la introduccién funcional de la tercera secuencia de polinucleétidos no es un requisito.

Célula huésped

La célula modificada genéticamente de acuerdo con la invencion se puede construir a partir de cualquier célula
huésped adecuada. La célula huésped puede ser una célula no modificada o puede estar ya modificada
genéticamente. La célula puede ser una célula procariota, una célula eucariota, una célula vegetal o una célula
animal. En una célula de este tipo, uno o0 mas genes pueden delecionarse, inactivarse o romperse en su totalidad o
en parte, en la que opcionalmente uno o mas genes codifican la proteasa. De acuerdo con una realizacion, la célula
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huésped de acuerdo con la invencién es una célula huésped eucariota. Preferentemente, la célula eucariota es una
célula de mamifero, insecto, vegetal, fingica o de alga. Las células de mamifero preferidas incluyen, por ejemplo,
células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, células 293, células PerC6, e hibridomas. Las células de
insecto preferidas incluyen, por ejemplo, células Sf9 y Sf21 y derivadas de las mismas. Mas preferentemente, la
célula eucariota es una célula fungica, es decir, una célula de levadura, tal como cepas de Candida, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia. Mas preferentemente, la célula eucariota
esKluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Pichia stipitis y
Pichia pastoris o una célula fungica filamentosa. En ciertas formas de realizacion, la célula eucariota huésped es una
célula fangica filamentosa.

Los "hongos filamentosos" incluyen todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota (como
definen Hawksworth y col., (1995)). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared micelial compuesta por
quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos complejos. El crecimiento vegetativo es mediante
alargamiento de la hifa y el catabolismo del carbono es estrictamente aerdbico. Las cepas de hongos filamentosos
incluyen, pero no se limitan a, las cepas of Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium, Chrysosporium,
Coprinus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix,
Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Phanerochaete, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladiumy Trichoderma.

Las células de hongos filamentosos preferidas pertenecen a una especie de un género Aspergillus, Chrysosporium,
Penicillium, Talaromyces o Trichoderma y, lo mas preferentemente, una especie seleccionada de Aspergillus niger,
Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus, Talaromyces emersonii,
Aspergillus oryzae, Chrysosporium lucknowense, Trichoderma reesei o Penicillium chrysogenum.

De acuerdo con otra realizacion, la célula huésped de acuerdo con la invencién es una célula huésped procariota.
Preferentemente, la célula huésped procariota es una célula bacteriana. El término "célula bacteriana" incluye
microorganismos tanto gramnegativos como grampositivos. Las bacterias adecuadas pueden seleccionarse de, por
ejemplo, los géneros Escherichia, Anabaena, Caulobacter, Gluconobacter, Rhodobacter, Pseudomonas,
Paracoccus, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Rhizobium  (Sinorhizobium),  Bradyrhizobium,
Flavobacterium, Klebsiella, Enterobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Methylobacterium, Staphylococcus,
Streptomyces, Zymomonas, Acetobacter, Streptococcus, Bacteroides, Selenomonas, Megasphaera, Burkholderia,
Cupriavidus, Ralstonia, Methylobacterium, Methylovorus, Rhodopseudomonas, Acidiphilium, Dinoroseobacter,
Agrobacterium, Sulfolobus o Sphingomonas. Preferentemente, la célula bacteriana se selecciona del grupo que
consiste en Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus puntis, Bacillus megaterium,
Bacillus halodurans, Bacillus pumilus, Gluconobacter oxydans, Caulobacter crescentus, Methylobacterium
extorquens, Methylobacterium radiotolerans, Methylobacterium nodulans, Rhodobacter sphaeroides, Pseudomonas
zeaxanthinifaciens, Pseudomonas putida, Pseudomonas putida S12, Paracoccus denitrificans, Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus carnosus, Streptomyces lividans, Sinorhizobium meliloti,
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium radiobacter, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium leguminosarum bv. trifolii,
Agrobacterium radiobacter, Cupriavidus basilensis, Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha), Ralstonia pickettii,
Burkholderia  phytofirmans, Burkholderia phymatum, Burkholderia xenovorans, Burkholderia graminis,
Rhodopseudomonas palustris, Acidiphilium cryptum, Dinoroseobacter shibae, Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus
islandicus, Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus tokodaii.

Una célula huésped altamente preferida es Pseudomonas putida S12. En esta cepa, se ha demostrado que la
expresion funcional del genhmfH de Cupriavidus basilensis HMF14 es eficaz para introducir capacidad oxidativa de
HMF, lo que tiene como resultado la produccién de FDCA a partir de este sustrato.

Para usos especificos de la célula de acuerdo con la invencion, la seleccién de la célula huésped puede hacerse de
acuerdo con dicho uso. Son particularmente preferidos los huéspedes que son adecuados para la conversion de
materias primas lignocelulésicas y las que son resistentes a las condiciones preferidas para la produccion de
compuestos furanicos, tales como FDCA. El experto en la técnica tendra que, segun sus medios y procedimientos
adecuados de disponibilidad, introducir funcionalmente el primero y opcionalmente el segundo polinucleétido en
cualquiera de las células huésped mencionadas.

Biotransformaciéon de HMF acido

La célula manipulada genéticamente de acuerdo con la invencion tiene una biotransformacion de acido HMF
mejorada. La mejora de la bioconversion de acido HMF es beneficiosa para la eliminacion de acido HMF y sus
precursores furanicos a partir de materias primas, en las que los compuestos furanicos se consideran perjudiciales,
tales como materias primas para fermentaciones etanologénicas para la produccién de biocombustibles y productos
bioquimicos. En otras aplicaciones, la mejora de la bioconversion de acido HMF mejorara la bioproduccion de una
sustancia quimica en la que el acido HMF es un material de partida o un intermedio, tal como en la bioproduccion de
FDCA.
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Si la enzima convertidora de acido HMF es oxidorreductasa convertidora de acido HMF, la célula de acuerdo con la
invencion sera capaz de realizar una reaccion de oxidacion biolégica. La reaccion de oxidacion es, en el presente
documento, una o mas reacciones de un oxidante con acido HMF en presencia de la oxidorreductasa.

Una reaccién de oxidacion preferida es la producciéon de FDCA, en la que el acido HMF se convierte en FDCA,
mediante la reaccidon con un oxidante en presencia de una oxidorreductasa convertidora de acido HMF. Las
bioconversiones de compuestos furanicos a FDCA, en las que el acido HMF es un compuesto intermedio, se han
divulgado en la técnica anterior, por ejemplo usando HMF como material de partida (véase Koopman y col., 2010a y
Koopman y col., (2010b). Tales bioconversiones se mejoraran si las realizan una célula de acuerdo con la invencion.

El acido HMF se puede generar in situ a partir de uno o mas precursores furanicos por la célula de la invencion o
cualquier otra célula presente. Con la generacion in situ se entiende que el acido HMF no se afiade desde fuera del
sistema. En su lugar, se genera acido HMF dentro del sistema a través de una o mas bioconversiones que
convierten los precursores furanicos en acido HMF.

El precursor furanico de acido HMF puede seleccionarse del grupo que consiste en 5- (hidroximetil)furan-2-
carbaldehido (HMF), furan-2,5-dicarbaldehido (DFF) y [5- (hidroximetil)furan-2- illmetanol (alcohol HMF) y
preferentemente el precursor furanico es HMF,

HMF se puede obtener a partir de uno o mas azlcares hexosa mediante deshidratacién catalizada por acido, como
se conoce en la técnica. Los azUcares hexosa pueden obtenerse a partir de biomasa, preferentemente biomasa
lignoceluldsica.

La reaccién de oxidacion puede comprender un nimero de etapas consecutivas de reaccion de oxidacion que tienen
como resultado un producto, por ejemplo la oxidacion de acido HM en FFA y la posterior oxidacion de FFA en FDCA.
Ejemplos de las reacciones de oxidacion se proporcionan en la Fig. 1.

Las reacciones de oxidacion se llevan a cabo preferentemente a temperatura relativamente suave, es decir, a 10-80
°C, mas preferentemente 20-45 °C, lo mas preferentemente a aproximadamente 25-40 °C. Se prefiere llevar a cabo
la reaccién a un pH en el que FDCA esta en una forma neutra o en una forma completamente disociada, de manera
que la formacion de sales puede controlarse. En vista de la presencia de dos restos de acido en FDCA, hay dos
intervalos de pH preferidos separados. El pH durante la reaccion puede ser desde un pH de 1 hasta 6,
preferentemente desde un pH de 1 a 4, lo mas preferentemente desde un pH de 1 a 3. Como alternativa, el pH
durante la reaccién puede ser desde un pH de 5 hasta 9, preferentemente desde un pH de 1 a 8, lo mas
preferentemente desde un pH de 1 a 7. El experto en la técnica entendera que los requisitos de la célula huésped
también influiran en la seleccién de un valor de pH adecuado para el proceso. La seleccion de valores de pH que
son adecuados para las diversas células huésped que son adecuadas dentro de la presente invencién esta dentro
del ambito del experto en la técnica y se puede derivar de libros de texto estandar. Para Pseudomonas putida,
incluida Pseudomonas putida S12, el intervalo de pH preferido es de pH5a 7.

El tiempo de reaccion puede ser de 6 a 150 horas, con la adicion de oxigeno a partir de una fuente de oxigeno, tal
como oxigeno molecular o agua o una fuente diferente de oxigeno en funcién de los requisitos de la enzima oxidante
de furanico. Se puede usar aire convenientemente como una fuente de oxigeno molecular.

El reactor puede ser cualquier biorreactor (aireado) adecuado. Se puede funcionar en operacion por lotes, de forma
continua o discontinua.

Después de la biotransformacion, las células pueden separarse del caldo por procedimientos establecidos y
reutilizarse. Los productos de oxidacién tales como FDCA, acido HMF, etc., pueden recuperarse de la mezcla de
reaccion mediante precipitacion (en acido) y la posterior cristalizacion por enfriamiento y separacion del producto de
oxidacion cristalizado, por ejemplo, FDCA cristalizado. Sin embargo otros métodos de recuperacion son adecuados,
tales como, pero sin limitaciones, precipitacion acida y extraccion con disolvente, como se conoce en la técnica.

Para muchas aplicaciones, tales como la eliminacién de acido HMF partir de materias primas lignocelulésicas, la
forma exacta de conversién de HMF es irrelevante. Lo que es importante es que el acido HMF se convierte de forma
eficaz a fin de eliminarlo como tal o para prevenir su acumulacién si se forma a partir de precursores furanicos. Para
este tipo de aplicaciones, el polipéptido convertidor de acido HMF puede ser cualquier polipéptido que tenga
actividad convertidora de acido HMF actualmente conocido o aun por descubrir.

Un aspecto adicional de la presente invencion esta dirigido al uso de una célula modificada genéticamente de
acuerdo con la invencion, para la biotransformacion de precursores furanicos a FDCA. Los precursores furanicos
pueden seleccionarse en particular de 5- (hidroximetil)furan-2-carbaldehido (HMF), [5-(hidroximetil)furan-2-iljmetanol
(alcohol HMF), furan-2,5- dicarbaldehido (DFF), acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF) o acido 5-
formilfurano-2-carboxilico (FFA). Preferentemente, HMF es un precursor furanico seleccionado. El acido HMF puede
ser un intermedio en la bioconversién de HMF a FDCA.

La invencion se ilustrara adicionalmente con referencia a los ejemplos siguientes.
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Ejemplos
Metodologia general

Cepas y plasmidos Pseudomonas putida S12 (ATCC 700801) se utiliz6 como huésped para la expresion de genes
de Cupriavidus basilensis HMF14 (Wierckx y col., 2010; Koopman y col., 2010a) y Methylobacterium radiotolerans
JCM 2831 (= ATCC 27329 = DSM 1819; secuencia del genoma disponible en http://genome.jgi-psf.org/metra/metra.
home.html). Las cepas DH5a o TOP10 (Invitrogen) de Escherichia coli se usaron para fines de clonacién generales.

Para la expresion episdmica de los genes de C. basilensis o M. radiotolerans se usaron pJT'mcs derivado de
pUCP22 (Koopman y col., 2010a) o pJNNmcs(t) (Wierckx y col., 2008) o pBT'mcs derivado de pBBRIMCS
(Koopman y col., 2010a). En pJT'mcs y pBT'mcs, la expresion del gen diana esta dirigida por al promotor fac
constitutivo. En pJNNmcs(t), la expresion esta dirigida por el casete de expresion NagR/Pragaa inducible por
salicilato.

Medios y condiciones de cultivo Se us6 medio con sales minerales (MM) como medio definido. El MM contenia lo
siguiente (por litro de agua desmineralizada): 3,88 g de KoHPO., 1,63 g de NaH;PO., 2,0 g de (NH4),SO4, 0,1 g de
MgCl»-6H20, 10 mg de EDTA, 2 mg de ZnSO47H.0, 1 mg de CaCly'2H20, 5 mg de FeSO4-7H20, 0,2 mg de
NazMo0O4:2H,0, 0,2 mg de CuSO4-5H,0, 0,4 mg de CoCl,-6H.0y 1 mg de MnCl,-2H,0, suplementado con una fuente
de carbono como se ha especificado. caldo Luria (caldo L: 10 g/l de Bacto trypton (Difco), 5 g/l de extracto de
levadura (Difco), 5 g/l de NaCl) se usaron como medio completo para la propagacion de P. putida S12 y cepas
derivadas, C. basilensis, M. radiotolerans y E. coli DH5a y derivados. Para el cultivo de placas, el caldo L se
solidificd con 1,5 % (p/v) de agar (Difco). Se afiadié ampicilina (Amp) al medio hasta 100 pyg/ml para la seleccién de
transformantes de E. coli portadores de plasmidos derivados de pJT'mcs o pJNNmcs(t). Se afiadié gentamicina (Gm)
a 30 pg/ml en caldo Luria y10 yg/ml en medio con sales minerales para la seleccion de transformantes de P. putida
S12 portadores de plasmidos derivados de pJT'mcs o pJNNmcs(t). Para la seleccién de transformantes de E. coli o
P. putida S12 portadores de plasmidos derivados de pBT’'mcs se afiadi6 al medio 50 ug/ml de kanamicina (Km). Los
antibioticos se adquirieron en Sigma-Aldrich. P. putida, C. basilensis y M. radiotolerans se cultivaron a 30 °C; E. coli
se cultivé a 37 °C

Los experimentos de alimentacion discontinua con cepas derivadas de P. putida S12 -se realizaron en vasos de 2 |
controlados por un sistema de biorreactor de Labfors 4 (Infors Benelux BV) o un controlador BioFlo110 (New
Brunswick Scientific). Se suministré aire presurizado u oxigeno puro en el espacio aéreo o se rocié a través del
caldo. La temperatura se control6 a 30 °C y el pH se mantuvo a 7,0 mediante la adicion automatica de NH,OH,
NaOH o KOH. La fase discontinua se realizé en medio 2x MM suplementado con antibiéticos especificos de la cepa
y 40 g/l de glicerol. Para los cultivos de de alta densidad, el medio de la fase discontinua se suplementé
adicionalmente con 10 g/ | de extracto de levadura (YE). Después del agotamiento del glicerol inicial, la alimentacion
(4 o 8 M de glicerol en MgCl, 100 , suplementado con 1 mM de salicilato sddico cuando se requiera) se inici6 y
controlé para permitir el crecimiento al tiempo que mantenia el glicerol como el sustrato limitante en el cultivo. La
alimentacion de HMF (4 M en agua desmineralizada) se introdujo a través de una bomba de alimentacion separada;
la velocidad de alimentacion se ajusté dependiendo de la cepa empleada y de la afeccion estudiada. La tension de
oxigeno disuelto (DO) se monitorizé continuamente y la velocidad de agitacion se ajustd para mantener suficiente
aireacion.

Ensayos y procedimientos analiticos Medicion del peso seco de la célula (PSC) El contenido de PSC de cultivos
de bacterias se determiné midiendo la densidad optica a 600 nm (DO600) utilizando un medidor de la densidad
celular Biowave (WPA Ltd) o un espectrofotometro de microplaca universal g Quant MQX200 (Biotek), utilizando
microplacas de 96 pocillos de fondo plano (Greiner). Una DOggo de 1,0 corresponde a 0,56 g de PSC/ | (Biowave) o
1,4 g PSC/ | (uQuant) para P. putida.

Analisis por HPLC: Los compuestos de furano (FDCA, HMF, alcohol HMF, acido HMF y FFA) se analizaron por
RPHPLC segun lo descrito por Koopman y col., (2010a). Azucares, alcoholes y acidos organicos también se
analizaron mediante HPLC (sistema Agilent 1100) utilizando un detector del indice de refraccion (RI). La columna
usada fue Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, forma de hidrégeno, tamafio de particula 9 pm, 8 % de
reticulacion, intervalo de pH 1-3) con 5 mM H2S04 5 mM como eluyente a un caudal de 0,6 ml / min.

Productos quimicos

HMF se adquirié en Sigma, Eurolabs Ltd (Poynton, Reino Unido) o Yore Chemipharm Co. Ltd. (Ningbo, China). Los
patrones analiticos de FDCA y acido 5-hidroximetil-furoico (acido HMF) se adquirieron en Immunosource B.V. (Halle-
Zoersel, Bélgica), respectivamente, Matrix Scientific (Columbia SC, EE.UU.). Todos los otros productos quimicos se
adquirieron en Sigma-Aldrich Chemie B.V. (Zwijndrecht, Paises Bajos).

Técnicas moleculares y genéticas: El ADN gendmico se aisl6 de C. basilensis HMF14 y M. radiotolerans JCM
2831 usando el kit tisular DNeasy (QIAGEN). EI ADN del plasmido se aisl6 con el kit de minipreparacion QlAprep
spin (QIAGEN). Se aislaron fragmentos de ADN atrapados en agarosa con el kit de extraccion en gel de QIAEXII
(QIAGEN).
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Las reacciones de PCR se realizaron con la polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones
de los fabricantes. Los cebadores de oligonucledtidos (especificados en los ejemplos) fueron sintetizados por MWG
Biotech AG (Alemania). EI ADN del plasmido se introdujo en células electrocompetentes utilizando un dispositivo de
electroporacion Gene Pulser (BioRad). Otras técnicas de biologia molecular estandar se realizaron de acuerdo con
Sambrook y Russell (2001).

Ejemplo I: La coexpresion de HmfH y HmfT1 mejora la produccion de FDCA en P. putida S12

El gen hmfT1 (antes llamado mfs1 (Koopman y col., 2010a); SEC ID N° 7) se amplificé a partir de ADN genémico
deCupriavidus basilensis HMF14 mediante PCR usando cebadores hmfT1(f) (SEC ID N° 13) y hmfT1(r) (SEC ID N°:
14). El producto de PCR se introdujo como un fragmento de 1359 pb EcoRI-Nhel en pJNNmcs(t), dando
pJNNhmfT1(t). EI gen hmfH (SEC ID N° 11) incluyendo su sitio de unién al ribosoma nativo (RBS) se amplifico
mediante PCR del ADN gendmico de C. basilensis HMF14 usando los cebadores FN23 (SEC ID N° 15) y FN24
(SEC ID N° 16). El producto de PCR se cloné como un fragmento de 1777 pb de EcoRI-Nhel, dando el plasmido
pJNNhmfT. Los plasmidos pBT'hmfH y pJNNhmfT1(t) se introdujeron sucesivamente en P. putida S12, dando P.
putida S12_B38.

P. putida S12_B38 se cultivé en lotes de alimentacion como se describe en la seccion de metodologia general. En la
fase discontinua, se alcanzé una densidad celular de aproximadamente 3 g CDW / 1, tras lo cual se inicid la
alimentacion con glicerol y la alimentacién con HMF. Se realizé un cultivo de alimentacién discontinua control con P.
putida S12_2642 (similar a P. putida S12_hmfH (Koopman y col., 2010b)) que no expresa HmfT1.

La Fig. 2 muestra las concentraciones de FDCA y acido HMF en los cultivos alimentados con HMF de las cepas de
P. putida S12_2642 y S12_B38. La acumulacién extensa de acido HFM es evidente para P. putida S12_2642. Por el
contrario, la acumulacion de acido HMF fue insignificante en el cultivo de P. putida S12_B38. La reducida
acumulacion de acido HMF permitié adicionalmente incrementos de las velocidades de alimentacién de HMF, lo que
tuvo como resultado titulos de FDCA mas altos en un tiempo de proceso considerablemente mas corto. Esto también
se reflejé claramente en la productividad de FDCA especifica para las cepas analizadas (Fig. 3).

Ejemplo Il La coexpresion de HmfH y un polipéptido de Methylobacterium radiotolerans JCM 2831 mejora la
produccion de FDCA en P. putida S$S12

El gen con el locus tag mrad2831_4728 (SEC ID: 9) se amplificé a partir de ADN gendmico de Methylobacterium
radiotolerans JCM2831 mediante PCR usando los cebadores Mrad(f) (SEC ID N° 17) y Mrad(r) (SEC ID N° 18). El
producto de PCR se introdujo como un fragmento de 1381 pb EcoRI-Nhel en pJNNmcs(t), dando pJNN_Mrad(t). Los
plasmidos pBT'hmfH (véase el Ejemplo 1) y pJNN_Mrad(t) se introdujeron sucesivamente en P. putida S12, dando P.
putida S12_B51.

P. putida _B51 se cultivd en matraces de agitacion en medio con sales minerales (4 x concentracion del tampon)
suplementado con 1 g/l de extracto de levadura, glicerol 80 mM, glucosa 2 mM, salicilato sédico 100 uM, 50 pg/ml de
kanamicina y 10 yg/ml de gentamicina.

Como cepa control se us6 P. putida S12_B38 (véase el Ejemplo I). Después de cultivar durante la noche, los cultivos
se suplementaron con glicerol 80 mM y salicilato sédico 100 uM. Después se anadid6 HMF a aproximadamente 10
mM y se evalud la produccion de FDCA.

La Fig. 4 muestra que la acumulacion de acido HMF durante la produccion de FDCA fue insignificante para ambas
cepas, lo que confirma que HmfT1 y el polipéptido Mrad2831_4728 exhibian una funcionalidad similar. Para P.
putida S12_B38, la producciéon de FDCA mostré una fase log mas prolongada y una velocidad algo mas lenta, lo que
se pudo atribuir a la menor densidad inicial de biomasa (Fig. 4A). No obstante, la productividad maxima especifica
de FDCA fue idéntica en ambas cepas, es decir 2,36 mmol de FDCA/(g PSC, h), lo que indica que los polipéptidos
Mrad2831_4728 y HmfT1 eran igualmente eficaces en la minimizacion de la acumulacion de acido HMF y
maximizacion de la produccién de FDCA.

Ejempilo lll: Capacidad de conversion de acido HMF de niveles altos por P. putida S12 que coexpresa HmfH y
HmfT1

Como se demuestra en el Ejemplo |, la coexpresion de HmfH y HmfT1 en P. putida S12 mejoré considerablemente la
capacidad especifica para oxidar HMF en FDCA. Para realizar un uso 6ptimo de esta capacidad mejorada se realizé
un experimento de alimentaciéon discontinua con P. putida S12_B38 comenzando a una densidad de biomasa
elevada.

La alimentacién de HMF se inici6 a una velocidad alta (20 ml/h; solucién de alimentacién 4 M de HMF) con el fin de
saturar la capacidad de oxidacion de P. putida S12_B38 y provocar la acumulacién de HMF y acido HMF (Fig. 5).
Cuando se hubo acumulado acido HMF hasta aproximadamente 20 mM, la velocidad de alimentacion de HMF se
redujo hasta 5 ml/h y se vigilaron las concentraciones de compuestos furanicos. Inicialmente, la concentracion de
acido HMF aumentd hasta aproximadamente 37 mM debido a la oxidacion de HMF acumulado residual, tras lo cual
disminuy6 hasta menos de 2 mM en 5 horas, a una velocidad de alimentacion de 0,72 mmol/(g PSC.h).
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Estos resultados demuestran claramente que la capacidad de oxidacion de acido HMF se habia mejorado por la
coexpresion de HmfH y HmfT1. Los resultados de Koopman y col., (2010b), mostraron que P. putida S12_hmfH (que
carece de HmfT1) requerian mas de 50 horas para reducir la concentracion de HMF acido desde aproximadamente
50 mM a menos de 5 mM, a una velocidad de alimentacion de HMF mucho menor (0,09 mmol/(g PSC.h)). La
capacidad de oxidacion de HMF acido mejorada tuvo como resultado un titulo de FDCA final mucho mas alto (152 g/l
frente a 30,1 g/l por Koopman y col., (2010b)) que también se alcanzé en un tiempo de proceso mas corto (94 h
frente a 115 h por Koopman y col., (2010b)).

Ejemplo IV: La coexpresion de HmfH, HmfT1 y una aldehido deshidrogenasa de C. basilensis mejora la
produccion de FDCA en P. putida S12

El gen que codifica una aldehido deshidrogenasa (SEC ID 26; secuencia de aminoacidos traducida: SEC ID 19)
asociada con el operén de degradacion de HMF en Cupriavidus basilensis HMF 14 (Wierckx y col., 2011) se amplificd
mediante PCR usando los cebadores FN13 (SEC ID 33) y FN14 (SEC ID 34). El producto de la PCR se introdujo
como un fragmento Notl de 153 pb en pBT’hmfH digerido con Bsp120l (compatible con Notl)(véase el ejemplo 1),
dando pBT’hmfH-adh. La variante del plasmido en la que el gen codificante de la aldehido deshidrogenasa estaba
presente en orientacion directa (f) (pBT'hmfH-adh(f)) y pJNNhmfT1(t) (véase el Ejemplo I) se introdujeron
sucesivamente en P. putida S12. La cepa resultante P. putida S12_B97, coexpres6 HmfH, HmfT1y la aldehido
deshidrogenasa. Como cepa control para la coexpresion de la HmfH oxidorreductasa y la aldehido deshidrogenasa
(es decir, sin el transportador de HMF acido HmfT1), se construyd P. putida S12_B101 que solo contenia pBT' hmfH-
adh(f). P. putida S12-B38 (véase el Ejemplo I) se usé como cepa control para la coexpresion de HmfT1 y HmfH sin la
aldehido deshidrogenasa.

Las cepas de P. putida S12_B38, S12_B97 y S12_B101 se cultivaron en matraces de agitacion en medio con sales
minerales (4x la concentracion del tampdn) suplementado con 1 g/l de extracto de levadura, glicerol 80 mM, glucosa
2 mM, kanamicina 50 yg/ml y 10 pg/ul de gentamicina (nota: para la cepa B101 solo se afiadid kanamicina). Se
afnadié salicilato sodico (1 pyM) para la induccién de hmfT1 solo en los precultivos. Tras la adicion de HMF
aproximadamente 10 mM se evalué la acumulacion de FDCA y acido HMF.

En la cepa que coexpresé HmfH (oxidorreductasa) y HmfT1 (transportador de acido HMF) (cepa S12_B38; Fig. 6A),
la produccién de FDCA solo comenzé después de haber acumulado FFA hasta un nivel sustancial. El acido HMF se
acumulé de forma transitoria a cantidades bajas, como se ha observado anteriormente (véase el Ejemplo Il). Cuando
la aldehido deshidrogenasa se coexpresé con HmfH y HmfT1 (cepa S12_B97; Fig. 6B), la formacién de FDCA
comenzo6 sin retraso y se observaron tanto FFA como acido HMF Unicamente en cantidades de restos. La
coexpresion de la aldehido deshidrogenasa y HmfH sin HmfT1 (cepa S12_B101; Fig. 6C), tuvo como resultado una
amplia acumulacién de acido HMF, mientras que solo se produjeron cantidades pequefas de FFA y FDCA.

Los resultados demostraron que la oxidacion de HMF en acido HMF se ve significativamente potenciada por la
expresion de la aldehido deshidrogenasa. No obstante, HmfT1 debe coexpresarse para permitir una
biotransformacion eficiente del acido HFM producido. La aldehido deshidrogenasa mejoré aun mas la oxidacion del
producto intermedio FFA en FDCA. Por tanto, la expresion simultanea de la aldehido deshidrogenasa y HmfT1
mejora considerablemente el potencial global y la velocidad de, la oxidacion de HMF a través de acido HMF hasta el
producto final.
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Ile

Ala

Ile

Thr

Tve
280

Ala

255

Fha

Laaia

Phea

Phaa
Ed]

Yal

The

Cys

Thr

2e0

Thr

Ila

L=

Aeg

2E5

L=

Ser

Gly

Aa5

Trp

The
425

Fhe hrg

Lya

Bar

251

Ile

Pee

330

ARla

Rla

=lu

Wal
d10

The

The

23

Ala

235

Laawn

Sar

The

Ile

Lye

Lle
385

GLm

AEn

2E0

Ala

Fhe

Fha

300

&lu

Yal

Thr

Ila

Phaa

280

Gly

Val

Gly

Lewn

Gly

L&y
2BS

Ila

Thr

Al

Pra

FPhe

Sy

The

Ran
445

Glo

Arg

Fro

Ely

270

Lya
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Ser

Sar
380

han

Thr

Fro

Leaiz
4350

Leari

Glu

Ala

Ear

255

Gly

Laan

Ala

335

Gly

Thr
415

Val

REp

Sar

Gly

Zan

REan

Ala

Val

REn

Hims

JE0

La

Wal

Ser
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Gly

400

Gln

TvE
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<211> 443

<212> PRT
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<213> Sulfolobus acidocaldarius DSM 639

<400> 4

Ala

Lau

Thre

Ile
65

Lys

Ile

Val

Fha

Val

145

Ala

Ila

FPhe

Lys

Thr

Fhae

50

Het

Val

Thr

Ile

Ila

134

Prd

Gly

Fha

Val
210

Lys

Fhe

Val
is

GLly

Ala
115

Gly

Glu

Val

Tyr

Gly
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Fro

Glu

Fhe

Ala

Bar

PED

Arg

Thr
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Fro

Gly

Ala

Bro
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Gly

Ela

Glu

Thr

Pro

Ile

Val

Lys
B85

Ila

Ile

Tyr

Tyr

LES

Gly

Leu

Ser

Lys

Trp

Tyr

Ala

Gly

T

ELn

Thr

Ser

Glu

Fhae

Thr

Ila

Ala

£s

Ala

Ala

Gly

Ala
135

Gly

Ile

Ser
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215

Thr

Phe

Sar

40

Thr

Ile

Lau

120

Ile

Ala

Tyr

Leny
200

TER

Sar

Asp
25

Ser

Tyr

Wal

Phe

Len

105

Ala

Ser

val

Ala

185

Ala

Thr

24

Ran

10

Lgu

Lau

Ala

Ffhe

Tyr

80

Frao

Val

His

Gly

Gly

170

Val

Val

Lys

His

Tyr

Gly

FPhe

Asp

Phi

Phe

&0

Gly
15

Gly

Thr

Val

155

Trp

Leau

Ile

Ser

Lz

TYE

Ile
140

L2

Gly

Gly

Lya
220

Lys

L

Pro
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Ala

Ile

Gln

Ile

125

Gly

Gly

Trp

Phe
205

Lys

Tep

Fha

S@r

The

Gly

val

11d

Gl

EBro

Fhe

The
15

Thr
Ser

Sar

Sar
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GLly

Glu

Ser

The
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Val

Asan

Gly
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Ila

Leu
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Wal

Gly
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Ala

160

Thr

TyE

Ser



Val-

225

Laau

Val

Ala

Ser

Lys

305

Pro

Ile

Ely

Gly

The

385

Ala

Ile

Lys

Val

Gly

Lysa

Ile

230

Il

Leu

Ile

Thr

370

Ila

Fha

L1

Glu

<210>5

<211> 579

Lys

Yal

Asp

Thr

275

Gl

Thr

Fhe

Leu

Leau

a55

GEly

Pro

Fro

Val

Elu
435

<212> PRT

Sarc

Ala

Gly

260

Elua

PEOD

Ser

Lz

Hiz

340

Hat

Val

Thr

Sar

Gly

420

TYE

Pro

245

Ile

Ile

Lau
Sar
325
Ser
Thr
Gly
Ile
Ila
405

Thr

Glu

L
230

Ala

Ile

Ile
310

TyE

Ile
330

Val

Ile

Lysa

Fro

Ile

Gly

295

Gly

Gly

Ala

Lo

Thr

375

Sar

Fha

Loy

Gln

<213> Cupriavidus basilensis HMF14

<400> 5
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Glu

Sar

Thr

Wal

280

Gly

ARla

Sexr

Ile

ARan
A60

Trp

Leana

Tyr

Thr

Lys
440

Ile

Ila

Fhe

265

Met

Glu

Ile

L
345

Gluo

Ala

Thr

Lys

425

Glu

Fhe

Gly

250

Ila

Ile

Ile

Lya

330

Phe

Ile

Thr

Val

Laaw

41

Glu

Thre

25

Sar
235

Trp

Sar

Ila

Sar

Val

3is

Sar

L2

TYE

Gly

Ala

255

Lla

L

Lya

Ely

Ser

Gly

Eln

300

Gly

Wal

PED

Fhe

380

SFer

Wal

Lys

Tyr

Ala

WVal

Sarx

2835

Ile

Ala

Asp

Ala
368

Yal

Gly

Arg Tyr Gln

Jar

Aan

270

Ila

Ile

Val

L1

Il

350

Bar

Ile

Gly

Sar

Thr
430

FPhe

255

Lys

Gly

Bly

Val

ASn

335

GLy

val

Gly

Val
415

Il

240

Ti_l':l:

Leau

GLly
320

Gln

Gly

Gly
Ser
400

Ile

Ser
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Sar

Pro

Azg

85

Ser

Rsn

Fha

Gly

145

Fro

Ear

TyE

Glu
225

Wal

Ala

Wal

Lys

val

Ala

Friox

Rla

ARla

Law

210

The

Ila

Ely

Ala

Gl

Ilm

Wal

Gln

115

His

His

Bhe

Laa

Fha

1585

The

Ala

Pro

Cys
20

Ile

Tep

Tyr

Ala

1o

Gly

Gly

Cys

Ala

180

Sar

Ala

Wal

Mt

Arg

wal

Ila

Lo

Pro

Glua

B5

Ala

Ala

Gl

Fro

Thr

L&5

Asp

Anm
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Flua

=1l

Sar
70

Elo

AeEn

Arg

Val

150

Gla

Gln

Thr

Lys
30

Ala

Sas
L

Gly

Ehia
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Asp

Ran

Gly
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Tye

Gln

Gly

Trp
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Ilm

Val

Pro
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Glu
185

Asp Ly

200
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Gly

Val

Sar

26

Tyr
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Lsw
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Mat.

Arg

Fro

Trp

Alsa
L7

Fhe

Sar

Val

Smr

Thr

Pra
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-

Gly

Gln

Gly

Ile

155

Sly

Val

Aan

Gly
235

Ile

GElo

4 oa]

Laati

&0

Wal

Ely
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AEn

140

Lo

Gly

Leu
220
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Ala

Wal

FED

45

Pha
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Tyr
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Bro

Thr
205

Arg

@Elua
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n

Fha
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Pro

&ln
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Trp

L0
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Ile
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Ely
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L
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Phe

Ile

Tyr

Ile
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His

Trp
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Ala
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Gly
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Asp Ala Gly



Glu

Val

Ala

205

Fro

Gly

Ran

Rusp

285

Ala

465

Wal

Ala

Val
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Ely

Trp

.I..I:q

370
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Fro

The
450

Ely
275

Ala

Thr

Gly

Hia

355
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Pro

Ala
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Ile

Gla
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Ala

FPhe

Pro
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Ile
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Sar

&ly

Aeg

Cys

Ala
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Ala

Ser

Mat
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405

His

Lys

Ala

Glu
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Ala

Pro

Gln

3la

Ser

HSar

Gly

Val
33q

Ala

Eln

Ala

Gly

Ala
FLly
295
Fhiz
Hat
ARpD
REn
Gly
3aTs
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Gly
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Laan
Ala
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Ala

Ala

Gly

280

Wal

Lok

heg
3&0

Gln

Val

Fro

Ser
440

Val

27

Lima
265

GLy

Ala

Ala

345

val

Aan

Ely
425

Glu

250

GElmn

Fro

Ala

330

GLly

Lar
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hsp

Gly

Gly
490

Gln

Glm

Lilv)

TYyrT

315 -

Sar
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Fha

Gly
475

Fhe

Fha

sSar

Phe

Jd0

Aan
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Fha

Sar
460

Val

Ala

L
285

Gln

Phea

Je5

Gly

Gln

Fro

Gly
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Ile
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Aep

MHat

Thr

350

Ala

Gl

Ile

Ala

430

FED

Gln
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Ile
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BFro

GLly
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.l.l.'l;

Tep

Gln

Aog

Wal
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Thr

Wal

Law
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Sar
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Glua

Pro
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Val

Ala

Cya

Pro

Asp
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Gly

Fha

.I.II]

Ser
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Wal
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Phe Gly

Arg Leu

Asn Thr

545

Met Gln

530

His Pro
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<211> 564
<212> PRT

Val

Ser

515

Arg

Asn

Ala

Ser

Trp
500
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Val
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His

Val

Ile

Fro

Arg
565
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Ala

hsp

Thr
550

Arg

Ser
Asp
Ala
535

Ile

Ala

<213> Bradyrhizobium japonicum USDA 110

<400> 6

Mat

1

Ala

Ala

Ser

Leu

Tyr

His

Gly

Tyr

20

Lys

65 °

Ser

hsp

Pro

Ser

Glu

Asp

Arg

Gln
35

Pro

Val

Pro

Ile

115

Tyr
Leau
20

Asp
Gly
Thr
Leu
Asn
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hsp

Ile

Sar

Thr

‘Thr

The

Arg

85

Gly

Ala

Ile
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Pro
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Lys

GEln
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Lys

Pro

Tyr
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RAsn
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Gln

Ran
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Glu
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Met Leu Ala

Val Arg Pro
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GZlu
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Rla
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Lys
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Trp

Met
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Arg
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Lys
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Fhe
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Thr
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Leu
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Ser
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Fro

Trp
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Elu
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Ile

Trp

Thr
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Glu
Gly
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Leu
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Gly

Tyr

Val



TYyE
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Hiz

Fha

Baxr
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wval

Bro

Pra

05

Flu

Sar

wval

Fro
1340

Hisg

Trp

Him

Ala

Gly

214

Thr

Gy

Glua

Val
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Sar

His

Ala

Ran
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Ehe

Gly

Thr

Eln

Wal
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TyE

Asn

Val

Ile

Ala
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La=a

Ile

Thr

ELy

TER

355

Lya

Phe

Lys

FPha
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Thr

Lys

Ile

Z60
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Thr
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150

Sar
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Gly
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L3s

Gln
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Aap
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Pra

Fra
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Ile

Ala

Glmn

(e E
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Slu
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Fha
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Wal
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Hat
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Ela

Lya

Lz

.l.l.'g'
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Ile
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Pha

Lla

Lazta
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Phao
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Glua

Him
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Alx

Pha
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Gl

Sim

Ear

Lys
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GLy

Ear

Lys
3ad

Phe

Ile

Pha

Val
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Amn
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Ela

Fra
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Lau

Ala

Tyr

Val

Lau
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Fro

Glm
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Sar

Lz

Thr

Fhz
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Hat

Sar

Laia
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Ein
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Gly
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Thr
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Hia
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Sar

Fra
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TyE

Ala

Il
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Ile
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Lys

Fha
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385

Arg

Gln

Ala

Lys

Lumil

465

Ala

Ala

Val

Cys
545

Ala
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Fro

Asp

TyE

Ile
450

Axg
Asp
Thr
Asp
C.iln
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<212> ADN
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La@a

The

435

Leu
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Ile
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515
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ASp
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420
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Tyre
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Pro
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405

Ila

Lya

Arg
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Asn
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Val

Arg
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Pco

320

Lana

Wal
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Yal

Ile

470

Asp

Trp

Ala

Val

Phe
550

<213> Cupriavidus basilensis HMF 14

<400>7

Ile

Met

Mq
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455

Agp

Val

Val
535

Fro

val

Ser

Lys

Lya

440

Agn

Glu

Val
520

ASD

Val
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Val

425

Ile
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Phe
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505
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Ala

L
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Fhe
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Leu
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Cys
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Ser
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335

Val

Val

475

Glu
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Ile

Sar

555

Loy
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Lys

Val

460

Glu

Ala

Cys
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Phe

540
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Met

Fro

Agn

445
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Gly

Fhe

Arg

Arg

525
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Glu

Sar
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Phe
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Phe
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Met
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Lys
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-nrq
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Val
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atggaagoog tagoasagaa

aatogocagg tgtttggtge

gacctgttca teocctgotgtt

cacgccatge tgtogetgge

cegetegget
gtagttgeeg
ggtcaggtgg
ttegtaggtyg
tggcgeggeg
gottoecatta
gogttggoget
aactegotgg
cocggttgaga
aacatcotge
accttoctea
ageagtgttg
cgcaagogag
caacggatgc
atgetgggea
cagcatccgt
gatgcgacgt
cgtcgeggty
gagtga

<210> 8

<211> 1350
<212> ADN

cggogatcett
toactggegt
ggotgottge
gogtggtgge
cogtotoegg
ecctacatgge
geatgttott
aggagtctec
accogotgog
tocacogtggg
aggtggtggt
gogttatoegt
Eﬂttﬂﬂtgpt
cogoggegec
goacoggett
gotacgggaa
ttgogtoget

tcaaagcatt
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gocgtacagag
cgtgacggeg
cgtggogocc
ggcagtgtat

cggcacttat
tggettgtec
goeagocttg
atCccacccac
gctggtoggt
gatgacegeg
ctcoggeato
gctgtggaag
ogtgatctto
cggtggcage
gaaggcaccg
ggcategata
gatoggegeo
ggatgtcace
cgecacgate
ctggoctgte
gtgcgcagea

tactgceggt

<213> Cupriavidus basilensis HMF 14

<400> 8

acgatcagog aggogotgoc
togtgeoatgg gatgggoget
gtgatcgqéa gagctgttttt

gogtagtttg cogtgacgot

googacogeo
acggeggegt
tttatectge
accatcggta
ggeggtggeg
ctgttteoocgg
atcagotogg
cagttgoagg
tococogocagt
gectactace
ﬁctgchcat
attgeceggte
ttgaacgtgg
acgcttggca
ctcatttteo
atggaatatc
ceccogegac

geggegatog
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acggccgoaa
toggoctget
tgeggotggt
cocgaatocggt
ogggoatogg
gggaagegtt
tgetoggoct
E?ﬂﬂﬂﬂéqqﬂ
acogtggeogt
tgacctecgg
cegcagecat
acctcagcac
tgetgeotgee
tttatgoogt
tgaacgaacyg
ggeotttgeoca
tgocaaagtyg

tetggaacac

gggggcgatg
gectacggtg
geagggeate
gooococgtoo
gqcantgcﬁg
cgatgoctgg
gttecatotte
geacgoeogoey
gctocttegte
etatetgeag
cctgatggec
gctgattggt
gttqntntéc
ggcgetggeg
ggtttoocac
toggoggeat
ctgaggatet

gecgetgggg

agoggogaco
ggacctgtto
cocgtocggag

gctgatgegg
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120
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240

300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
960
1020
1080
1140
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1260
1320
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gacctgttca
cacgogatgo
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gtggttgcoeg
ggtcaggtgg
ttegtgggtyg
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gottggeget
aactogotgg
coggttgaga
aacatocctge
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cagtggatge
atgetggget
agocatocogtg
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atocttooctgg

gtagggegee
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<212> ADN

tagcaaagaa
tgtttggtge
tectgotgtt
tgtocgotgge
cggogatott
tcactggogt
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gegtggtgge
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cotacatgge
goatgttott
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tocacogtggy
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cggoggogoe
gocagoggott
ccacggggac
ttgocttoget
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cgtggcggog
cgtggogeoco
ggcggtgtat
cggotcttat
tggottgtoc
gecagecttyg
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getggttggt

gatgaccgag
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<213> Methylobacterium radiotolerans JCM2831
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acggoogoaa
toggoctgetk
tgoggotggt
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tooggagacg

€0
120
1840
2440
3040
360
420
4840

5440

600
660
720
T80
840
800
960
1020
1080

1140

1200

1260
1320

1350



atgocagaccg
cagacggtga
ttecatectge
atgctgtege
ggctoggoce
gocggtggtog
atoggatgge
ggcggegteg
gggctgatgt
ctggtettet
eggctgatgt
otogaggaat
getooggegyg

goggtogoga

ctgocogacco
ateggegeca
atcgggegea
ctgttoctga
ctggegctea
cocgacggogg
ggcatgotge
ctggcogtea
gagacgeagy
<210> 10

<211> 1332
<212> ADN

cogocacott
cogoogooat
tttacgtoge
tggocggoge
tgttoggete
gogtoggcat
togogactgo
togoggeate
ccggggeggt
atgtcogtete
tottotoggg
cooccgatett
aggeoctcaco

atotaoatoke

tecteaaget
acgtcogogge
aacggtegtt
ccatggogaa
tegecaacgg
tgogggocac
cgacgcetegt
teacgacegg

goaatctoga

ES 2 543 568 T3

cgoatcogat
ggoctogotg
geeggtegtt
ctatgogtos
ctatgoggac
atcgacogog
ggtcttoctt
ccacacgate
eggeggtgge
getcatggog
teteetgace
caaggaactg
gatcocgotoc
cttoggtggt

cgtgaacgge
ggcgatogge
cctteotgatyg
cacgacgaga
cagotacggyg
JIggacggyc
ctoeocttgte
cgtoacestg

ccgggectga

<213> Sulfolobus acidocaldarius DSM 639

<400> 10

oocooccogooc
ttoggotgog
ggcacgttgt
ttogoggtoa
cgottoggoc
gtectteggte
ttettocgee
gogacqgaat
ggctoggoca
cocgggyagaay
toggtgatog
caggooogga
ctgttotcac

ggcegeagect

gtgcogaacg
goctgoggea
ggcgtcatec
ctogttgggyg
cogetgetga
ctgacctgga
googqacogags

gtcotatettyg

33

tocgocaaaco
ggctegatcet
tcttoocogge
cgetgotgat
googrogege
tootgoogac
togtocaggy
cegteccgga
tocggoeggoct
cottegooga
gootgateoct
aggeggoget
cgtcocaaceyg

actaccttac

ecacegocte
tgggogaact
gectgetege
tcgoggoctyg
tctteoctoaa
acateggett
cgacgcaaat

teggtgeoctt

cacaggeegyg
cttegacctg
ggacaagoog
ceggececte

cctoatggtyg

ggtcggecag

catcttegte
geggtggcgy

gettgectee

gtggggctgg
cttoogoaat
cogggoagge
gggaagotte

gtocggeotac

gatgatcctg
gagocagoat
tttteocegoec
cgocttoctg
cgaaaaatte
cgegetggge
tccgatggtyg

ectgacogac

60
1240
1840
2440
3040
3s60
4240
4840
540
600
660
720
780

840

9040

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1350



atgaaaaaag
acctggacat
tecetgtttt
gocaccteat
aaggtaggta
ttacagggog
goagtgagac
ggacctgagt
gotggagtgy
ggaagttoct
gotgtacttg
aagagagggt
ttaggogttg
atactaccta
atqaﬁaatag
ataataggga
actotottkbo
tocttttgoaa

gagatatatc

geaataggag
gettttoocet
acagtacteca
gagactttat
<210> 11

<211> 1740
<212> ADN

aagaaaaatt
tegacttata
tecococttcaag
tgatcatgag
gaaagagggc
cattacogac
tgattcaagyg
ctgtococcaga
catacctcat
atctggtatyg
gatttgtaaa
cagtggtgaa
cactgctact
ogtttttaag
ggtcaattgg
gg;agntauc
tctocctggg

toctgttott
cagctagogt
ggacaatcoc
ctataatgtt
cgaaggagac

ag

ES 2 543 568 T3

tacttcaaat
tgacotgtte
tatcactttc
acctgtaggt
tattttttac
ttatcaagta
gotgttcoata
gaégtataga
agoageotgge
gggatggaga
ctatttagte
gtotoococte
ttcaattgge
tagtgtcaat
gatgtogata
gteattaata
ttcactaaaa
agtogatata

gaggggaaca

aaccataatc
ctacacotta

taagggtace

<213> Cupriavidus basilensis HMF 14

<400> 11

cattttaaat
actatcctac
ttgtctatag
gotacagtot
ggtctaatag
gtaggagtga
ggaggoataa
gggattgtag
tggttttteo
gtgatgttct
cctgagtcty
aaggagatat
tggggtgcaa
aaattageca
ggaccattaa
ggtgoaatta
teogotgaca
ggaggaggga
ggggttgget

agocctagoag

atagtggtcot

atatecaaaqgyg

34

ggactttage
ttgttgeoace
cggoaacata
ttgggtotag
gtettgtgat
t;guacnaat
ctgoaggtag
gtggactagg
tgacaaccat
ttggogggct
aggtttggac
tttagaaata
gtttttacgt
agactgaaat
taggagggga
ttgtactage
ttaatcagat
tgctaatgac

tcacgtggaa

tagcocttocage
ctgtaataat

aggagtatga

aaccttttte
ttatatetet
tgoggggttt
ggtatoggac
aacttocaca
attactgtta
tcatgtgata
gttttoaget
actctaccct
actgagctta
taaaattaaa
caggtatoag
tactgatggt
agcaatagta
gatatcocag
agtagttgga
aattcttoac
ttacctaaat

tactgggttt

aggtctoctet

attagtgggt

gattcagaag

&0
1240
180
240
304
360
420
480
540
600
680
T20
780
E40
300
960

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1332



5

atggatazgo
gtastggaca
gtogatacgo
ttettoggty
tocaaggtet
goaaacogog
togtggoagyg
agodogotge
cegoegttet
gacoagaacy
aagogggttt
cggatctatyg
gtoategaca
tocogogggey
FEGELgeany
caggatcato
tegogeagge
gogtoggaca
atoggectot
ggagecoage
ctgoggoges
catcagoatcoc
cgegtgages

gggocgotge

cgagggagog
atagookgta
cgooggacge
acaggtatat
acgagcaagyg
gactgoogog
atgtgotgeo
ACggCagech
geasqgagtt
cagagetogg
cgascgocat
cogagacaac
tgagggocga
cottgoagto
coateggeat
cogogotgac
gogatageat
tgtacetgte
tettoctghg
cggatgtgoc
LITLaIcCay
cocggtgattt
goggoaatgt

gocagaagoct
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tttogactan
Joagacoog
tgtgoaggey
chggoosatog
gegogtoatyg
cgactacgat
gtatttooge
cggacogaty
tgogoacgag
cgatggctayg
cgoctatota
ggtgogoaag
tgggtogogy
goocgocate
cgagqgatogta
gttctgocag
TRCQISPICT
cagttocaca
gtgoaatogy
goccatggty
cgtacgoaag
cttooacgat
gttgotoasy

gatcgogogoe

gtgattgttg
goocatcogogy
gqagatootedg
chgocasgoos
ggcggogget
gagrgggecg
caccttgags
cogatoogoo
L. e T L
Lttooggoog
gacgoggata
ctogtogtat
atggogetgy
ctgatgogeg
GCCFROCTAC
ttoctogege
cggttotcat
agggaaggat
ccattotogo
gagotcaacs
ttggtgoaga
acgttttoge
gagrLgct gy
tttgtcacgy

geggegggte
tegogotgak
acagotatee
gegoegtggc
ceagoatoaa
cgtogggegs
gogatghgga
goatootges
goeggottgto
cottoctogaa
egogeaggeg
CCggcCggga
aagecgaaga
cggggatogg
coggogttgg
cocagtaceg
agEragtgas
ggoaktgoaat
gegggoaggt
tgotegacga
togtgggtgs
agogogtoaa
Jggcagtgct

goggogoaaa

egooggttge
SHAagICIIge
gatgesst g
AgIFIICAGY
cgtgoaggog
gtocggatgg
ttasgqgoaac
geaggottgyg
cgagetgges
cotggatgac
QQdﬂﬂltﬂtq
agogegtggyg
ggtcatogry
cgacgaogge
cogopatoto
catgeagata
BEULIYCTag
oggtastogg
gageottgeg
cgagogggat
gteggocttg
ggogotgaga
tgatgtotog

cotggocaga

ctgotgacgg atgagtacga gotagaggge ttagtgogeo agagoghott cggggtotgg
catgocagog goactbgoog gatgggogoy catgoggacce ggagogoggt gacggatgog
gegggecgeg ﬁtcacaitqt tggoaggety egogttattg acgeoctotet gatgoacgegyg
ctgoogacgg ccaataccaa catcocccaco atcatgotog cggaaaagat tgoogacaco
atgoaagocyg agogoogoge gytcoggooy goatogageog aagtigooca toogagttga
<210> 12

<211> 1695
<212> ADN

35

&0
120
180
240
300
&0
420
a80
540
a00
66D
720
TED
240
200
J&0

1020
1080
1144
1200
12E0
L1320
1380

1440

1500
1560
1620
1680
1740
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<213> Bradyrhizobium japonicum USDA 110

<400> 12

gtgtacgact
tocogoaaaga
aacgagoogg
cactggacgg
cgkcctcoct
ggocagatgy
gaagggtgga
ttogacggee
cactggacﬁc
gtggoggaco
gocgagoage
aacctcacga
gtcggogtga
ctctecageg
ggccacctea
ctgatggate
gagcataceca
ccgaagggeg
caaatcgget
cttgectege
cgcgaccteg
atcgtcagga

atcggegtgg

acattategt
gtgocaacaa
cogagatcag
aattgaaggt
tgogoaaata
ccaacogegy
cgtggaacga
cgtatcacgyg
ggcattogea
agaacggcga
gogtcoctooge
totocaccaa

aggccagggt

gogoecatoca
aggacatggg
atcccteogat
ggogocacat
acatgttogt
egotgotgac
gegaccctte
atcggetgat
aggtgacgga

tcaacacogg

gggeggegge
qqfnntqct:
ggacagetat
cacgacgcag
cgagcaggog
cgegoogace
cgtgctgoog
caaggacgge
ggocttogoc
gttcgtcgac
cgogatgggoe
cacgoaagtt
cgacgggcgy
ttegooggog
gattccegtg
ttegetgteg
gecagcttgge
cgtogtgoto
sttegteaae
cgoagageeqg
gageggette
 Caagoogtto

gaacaagatc

tocggoggagt
tgogaagooyg
cogggcacgg
gtegteocagoa
cgegtgoteg
gactacgacg
ttettcaaga
eggatccegg
gatgeoecttec
ggctattteg
tatcteogate
cgggagctgc
gagcaggaat
catectgetee
ctgacggget
toctttgtoc
ctgogeotatt
agcaaatogg
aagacctatt
ategtegagt
cgcaagatgy
cocggoogoct

ctgaccagag

36

cogtgetgge
gacaggacac
cctatttcga
acaacaatece
goggoggoto
aatgggatge
aggtogageg
tgogeoggat
agcaggcogg
coggtgacgoa
gogacacoog
tgttogaagy
tocgeggacy
gegeoggtat
tgeegggegt
goccgeggege
cgtocoggget
cotggoacgo
cogagacegq
tocaacctget
cggcggtgea

ataccgacaa

tegeggegge

ceaccggete
aﬁcacceqqc
toogegette
gaccgaagog
gtogatcaac
goggggtgoc
cgacctogat
tecgegggag
tcatecaatto
ctocaaggag
caagogoges
cacgoaatge
cgagatcatt
cggeceggte
cggocagege
gogoatgaac
gtocaggggtg
ggteggegey
acaggtcaag
gteggacogg
gatgagcgaa
ggtoogoaag

gotoatggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

15

20

25

30

gggceggegy
gatgacgtga
gtgtggcacy
gacarccagqy
ccggtggtge

goaaccatgo

cgotgegtea
tgaacgacga
cctegtgeote
gococgeogtoag
catgogocaa

agtga
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ctatctgate gacaatttog tggtogaagg
cgaggegett gaagocttog tgogcocaaggo
atgocgoatg ggoogggoog acgatcogat
gggtgtccag ggtctgoggg togtogacgo

caccaacttt coggtgotga tgtoggoaga

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> sintético

<400> 13

acgaattcaa aggagacaac aatggaag 28
<210> 14

<211> 27

<212> ADN

<213> sintético

<400> 14

aagctagctg agcagtcacc ctcactc 27
<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> sintético

<400> 15

cggaattcca catgacaagg gagaccg 27
<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> sintético

<400> 16

cggaattcgc ttcggtcttc aactcggatg 30
<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> sintético

37

cttecacctte
gaccatogge
ggcggtggte
ctegatcttbo

gaagatogeot

1440
1500
1560
1620
1680

1695



10

15

<400> 17

acgaattcgg aggaaatcta tgcagacc 28
<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> sintético

<400> 18

aagctagcgc agaaccgtat cgtcag 26
<210> 19

<211> 500

<212> PRT

<213> Cupriavidus basilensis HMF 14
<400> 19

ES 2 543 568 T3

38



Ala

Asp

val

wal

65

Ala

Gly

Ala

Sar

Tep

145

Ala

FPhe

Gly

Asn

Asp

‘Gly

Phe

50

Lieu

Ser

Glu

Thr

130

Asn

Ala

Thr

Ala

hla

Ser

GEly

Elu

Lieu

Leu

val

His

115

Ile

Ala

Gly

Ala

val
195

Gln

Yal

20

Thr

Arg

Ala

Leu

Gly

100

Ile

Fro

Cys

Ala

180

ASD

His

Aasn

Izp

_Th::

Trp

Thr

85

Ala

Fro

Arg

Ala

Thr

165

Hat
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Trp
Pro
Gln
The
Ala
70

Ala
Ala
Gly
Glu
Val
150
Ala

Lau

val

Ile

Ala

Ala

55

Gly

Glu

Ila

His

Fro

135

Lau

Val

Cys

Ala

Asp

Glu

Gly

Ala

Asn

Sar

Val

120

Ala

Val

Leu

Glu
200

Gly

Gly

25

Ala

Gln

Lau

Gly

Glu

105

Leu

Gly

val

Lys

Phe

185

Thr

39

Ala

L

Thr

Ala

Asp

Glu

Lil' a8

g0

Val

Elu

Val

Arg

Sar

170

Glu

GEly

Trp

Lew

Ile

Pro

Pro

Ala

Ser
155

Tyr

The

Ile

Ala

Glu

val

Tyr

Glu

Ala
140

Lew

Ala

The

Ala

Ely

Gly

Ala

45

Lapu

hrg

Ala

TyEe

Pro

125

Ile

Ala

Eln

Ala

hla
205

Glu
Gln

3o

Ala

Glu

Gln

Ala

110

Gly

Ile

Pro

The

Leu

150

Ala

Fro
15

FPhe
Arg
EZln
Arg
Ala
85

Gly
Thr
Val
Ala
The

175

Pro

Ser

Ala

His

Asp

Leu
aa

Ile

Pro

160

Ala

His



Ala

225

Wal

Ile

Ala

305

Ile

Cys

Ala

Asp

The

385

REn

han

Gln

Wal
210

Ile
23a

hap

Lty

Pro

370

Pha

The

Ala

Aap

Bar
450

Arg

Gly

Ala

Gly

275

Ala

His

Glu

Ala

355

Gly

Gluw

Wal

Lla

Hig

435

Gily

Sar

zlia

260

Fro

Gly

Pro

Ala

340

Arg

Ala

Pha

hEg

A:E0

hen

Lz

Lys

248

Ala

Gln

GLn

Pro

The

28

Asp

Gly

Pl

Fhe

Gly
4058

Gly

Asp

Ile

230

Fly

wal

Cye

Hat

Gly
310

Phe

Ala

a0

Ala

Laaia
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215

Gly

Thr

Ala

Wal

Fhe

Cya

s

Thr

Sar

Phea

455

Aep

Ile

Lys
Ala
280
Glu

hoak

Lax1a
3&0
ELr
Elu
Bla
Als
Rla
440

Him

Val

Ala

Hism

Pro

Learnt

345

Gl

Asp

BEar

425

Glu

Gly

40

Val

Cya
250

Sar
330

Fro

z1lu

Glu

Yal

410

Ala

Tyr

Sear

Ala
235

Cya

Ala

Thr

The

318

Ala

GLY

Ile

Ala
395

Trp

hen

Ela

Fhe
2240

Rhap

La=a

Val

Glua

300

Gln

Gln

La=ua

Fha
3go

Thr

Fly

Thr

460

Thr

Sar

Wal

285

Ala

Ll

wal

385

GLly

Ala

His

Gly
445

Gly

Val

PEis

Ala

£T0

Val

Lz

FLy

Elua

Pro

3540

Elua

PES

Ly=s

His

Wal

430

Gly

Ala

Ser

Lyrs

255

Thr

Him

Ala

Prao

335

Fha

Gly
415

Trp

TyE

Lys

240

Wal

Gl

Ala

320

Rla

GLy

Sar

Wal

Aan

404

EFlu

Val

Arg

Phe



ES 2 543 568 T3

Thr Glu Leu Lys His Ila Cys Ile Gln Ala Gly Leu Pro Lys Gly Met
480

465

© 470

475

Ser Gln Ala Gly Cys Arg Leu Ser Gly Val Ala Ala Arg Glu Arg Met
495

485 490

Gly Val Ser Val

<210> 20
<211> 479
<212> PRT

<213> Burkholderia sp.

<400> 20

Met Asn Ala
1

Ile Asp Ser

Asp Gly Gly
35

Ala Phe Asp
50

Vval Leu Leu
&5

Ala Thr Leu

Asp Glu Ile

Ala Arg His
115

Ser Thr Met
130

Trp Asn Ala
145

Ala Ala Gly

500

CCGE1002

Arg His Trp Ile Ala Gly Glu

Ile Asp Pro Ala Thr Gly Asp
20 25

Ser Ser Glu Ala Asp Ala Ala
40

Arg Thr Thr Trp Ala Gln Asp
55

Gly Trp Ala Ser Ala Leu Glu
70

Leu Thr Arg Glu Asn Gly Lys
85 90

Ala Gly Ala Ile Ser Glu Val
100 105

Ile Ala Gly His Val Leu Glu
120

Leu Arg Glu Ala Ala Gly WVal
135

Pro Ala Val Leu Leu Val Arg
150

Cys Thr Val Ile Val Lys Pro
165 170

41

Trp

Ala

Ile

Ala

Ala

75

Ala

Arg

Pro

Ala

Ser

155

Ala

Thr

Ile

Ala

Arg

Glu

Ile

Tyr

Glu

Ala

140

Lo

Ala

Gly

Gly

Ala

a5

Lew

Ala

Tyr

Pro

125

Ile

Ala

Gln

Thr

Ala

Gln

Ala

110

Gly

Ila

Pro

Thr

Pro
15

Pha

Gln

Sar

95

Gly

The

Val

Ala

Sear
175

Asn

Ala

His

Asp

Leu

80

Leu

Ila

Pro

Leu

160

Leu



Lesua

Ely

Laau

Ala

Ile

Zar

Loaa

05

ILe

Cys

Ala

Fha

Glu
3458

Ala

The

Ala

Val

210

The

Ear

Aap

Sear

230

Gly

FPhe

Cys

3Tm

Ser

Ala

wal

155

Aap

1y

Wal

Gly

275

Val

Fly

Thro

I55

Eln

Zlua

Ala

Rla

Rla
1ED

AEn

Sar

Elua

Ala

260

Gln

ARla

Gly

ThEe

Ala

40

Ser

Layn
420

Hism

L
245

Gln

Glin

Pro

ThE -
325

Elu

Fra

Glu

Wal
408

val

Gly

Ila

230

Gly

Ila

Cya

Aeg

Thc

Ilm

Al
390

Trp

Amn
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REn

215

Mt

Gly

Ala

3
Ay
im

Ile

Vel

Lean

Fha

375

Ile

The

Gly

=lu

200

Ala

Lys

FED

Ala

280

Glu

Aap

Ala

Yal

A0

Gly

Glu

Hig

Thr

Fha
LE5

Arg

Eer

hrg

265

Ala

Gln

EFro

val

Laaia

345

Zlu

Pro

Lys

Wal
425

42

EFlu

=Ly

wval

Alp

Ala

Ala
330

Fhe

Ala

GLy

414

Trp

His

Sar

Ala
235

Cys

Ala

Ala
Thr

315

Gl

Wal

Aan

85

Ala

Ile

Thr

FPha
2210

AAp

RArg

Wl

Emr

304

Thr

REp

Thz
3g0

heg

e

Rla

Ala

208

Thr

Sar

Val

Laau
285

Ile

Lle

Cya

Pea
268

The

Ala

Amp

190

Sar

Gly

Phe

Ala
270

Val

Gly

Ela

Bar

350

Liya

Zlu

Val

Lau

Him
aA30

Pro
Sin
Sar
Lya
fEp
255
Thr
Hisa
Ala

Als

335

Ala
Wal
Fhea
Rrg
418

AEn

Ela

hrg

Thr

Lys
240

Ilm

Ser

320

Rla

Hia

Gly
401

Val
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Leu Phe Ala Glu Ala Glu
435
Arg Leu His Gly Tyr Asp
450
Ile Cys Met Pro RAla Gly
465 470
<210> 21
<211> 483
<212> PRT

<213> Burkholderia graminis C4D1M
<400> 21

Met Glu Arg Asp Ala Mot
1 ’ 5

Fro Val Leu Ala Ser Ser
20

Phe Val Ser Ser Asn Thr
35

Arg His Thr Phe Asp His
50

Gln Asp Val Leu Leu Arg
65 70

Pro Leu Ala Glu Leu Leu

Ala Arg Gly Glu Met Arg
100

Gly Leu Ala Arg His Ile
115

Thr Ile Sar Thr Met Leu
130

Val Pro Trp Asn Ala Pro
145 150

Ala Leu Ala Ala Gly Cys
165

Thr Gly
440

Ala Leu
455

val Ala

Asn Trp
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Gly Tyr
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Trp
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Trp
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Ear

225

Glu
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Cya

Gly
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245
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Fhea
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405
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Cysa

Giun

Asp

Lys

250

Pro

Ala

Rep

Asp-

Ala

330

Lian

L

Fhe

val
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Ala

2035
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420 425 430

His Asn Arg Leu Phe Ala Glu Ala Glu Thr Gly Gly Tyr Arg Gln Ser
435 440 ' 445

Gly Leu Gly Arg Leu His Gly Tyr Asp Ala Leu Ala Asp Phe Thr Glu
450 4:‘55 4&0

Ile Lys His Ile Cys Val Gly Ala Gly Val Leu Glu Gly Ile Glu Val
465 470 475 480

Leu Gly Ser
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<211> 483

<212> PRT

<213> Azospirillum sp. B510
<400> 22

45



"1

Gly

Ala

Lau

65

Ala

Ala

Tyr

' Pro

Leau

Thr )

The

"His

Ala

50

Glu
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Gly

Gly
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Leu
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Leu
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Leu

Pro
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Asp Ser
5

FPhe
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Ile
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Ser

Trp
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Arg

Glu

Arg
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Leu
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Met
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40
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Leu
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Trp
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25
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Trp
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Gly
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Fro

Glu
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Gly
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Val
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Ala
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Trp
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Glu
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Gly

Asp

Elu
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Val

Ala
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Leanu

Ala
Gly
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Leu
Gly
Glu
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Trp
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Asn
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110

Glu

Val

Val

15

Val
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Thre

Ala
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Val
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Gly

Glo

FED

Ala

Phe
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The

Wal

Ala
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Gln

Fha
345

Fro
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Ala

214

Thr

Thr

Val

hAla

Laia

290

Mat

Val
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Thr

Lau

195

Ala

Gly
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Wal
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355
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Fro
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FED

Lys

Fro
Za0

His
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185
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Thr

Lys

245

Asp

Ila

Ala
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Lasua

325

Ala

hep

AEp

Wal
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Thr
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Als
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Thr

Eer
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Ala
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Thr
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PFro
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Leza

Cys
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Cysa
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Lau

PEo

Gl
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Arg
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360

Flu
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Pha
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Asn
Har
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Glu
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265
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Cya
345
Ala
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Arg

47

Yal
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Thr

Gly

Thr

Ala
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<212> PRT

Thre

Gly

450
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Val
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Gly

Ala
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Gly
420

Trp

Tyr
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<213> Pseudomonas putida
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Val Trp
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Val Gly
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Gln

Glu
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Ala

144

Ala

Ala

Ala

Gly

Lz
220

Cys

Lau
300

Ala

Flua

Fro

Elu
JEQ

Gly

L

His

205

Bar

Ala

Cya

Aan

Arg

Gly

Ser

365

Ile

Lau

Gln

Pro

150

hla

Fhiz

Ala

Ala
2%0

Val

Ala

AEg

as0

Phe

Ile

PES

Thr

178

Gly

Thr

The

Val

255

Ala

Lkt

Ala

Mat

Ile

355

Arg

Ile

Gly

Ile

Ala

160

Ala

Laa

Gly

2410

Pha

Ala

Wal

Fly

20

Gly

Pro

Ala

Fro



L
385

Ala
Gly
Trp
Tyr
Rsp
4865

<210> 24
<211> 486

Leu

Asn

Ala

Leu

Arg

450

Phe

<212> PRT
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<213> Rhodopseudomonas palustris BisB18
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Leu

395

Ser

Ala

Asp

Ser

Glu
475

Glu

Asp

Hig

Gly
460

Ile

Lys

Tyr

Asn
445

Leu

Lys

Fhe

Gly

Val

430

Lys

Gly

His

Glu
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355 360 365

Ala Leu Val Val His Ser Asp Pro Asn Ala Ser Phe Val Gln Asp Glu
370 375 380

Ile Phe Gly Fro Leu Val Val Leu Glu Thr Phe Arg Asp Glu Ala Asp
385 390 395 400

Ala Val Ala Lys Ala Asn Asn Thr Val Tyr Gly Leu Ser Ala Ser Ile
405 410 415

Trp Thr His Arg Gly Asp Ala Ser Trp Arg Leu Ala .a.rq Ala Leu Arg
420 425 430

Asn Gly Thr Val Trp Ile Asn Asp His Asn Arg Leu Phe Ala Glu Ala
435 440 445

Glu Thr Gly Gly Tyr Arg Arg Ser Gly Leu Gly Arg Leu His Gly Phe
450 455 460

Asp Gly Leu Leu Asp Phe Cys Glu Leu Lys His Val Tyr Gln Asn Val
465 470 475 480

Gly val val Gly His
485
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<212> ADN

<213> Cupriavidus basilensis HMF 14
<400> 26
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ctogoggaot
tocgoaggegy
tag

<210> 27

<211> 1440
<212> ADN

aacactggat
acgggaccet
cogoogogog
acgtgetEot
toacogogga
cagaggtooyg
agooaggeac
cotggaacgo
goacggoagt
tgttagageg

eggeagegga

cegoascegg
aactoggogg

aacqqﬂttqq

tactggttcoa
agotgogaat
cgasgagago
tgctgogogy
tagtggaaca
tcacattoga
teggoctgte
cgotgogoas
cgggoggota
tcaccgagtt

getgoagget

ES 2 543 568 T3

tgoocggogoe
gatcgggoag
coatgtotee
agactgggok
aaacggocanyg
ctattacgeoe
gatatogace
gocggoggtyg
ggtcaaateg
cacggacckg
ccacobgobg

caagaagate
gaaataegtge
gottgoogoo
ogaagocate
ogggoaagge
gatggtgage
cacgatgoag
cagogacocoao
gaccrttogog
sgocagogto
cggoacggto
toggoaaage
gaagcacata

cagtggggta

<213> Burkholderia sp. CCGE1002

<400> 27

tggacoggeyg
ttogaeggaca
gagogoacea
ggtgogotog
coggbogoac
gogctggoge
atoctgogeg
ctgotagbge
goagageaas
caggadggog

egttegegeg

atgatocgooeg
tgootggtgt
accgbocatct
gogocacaga
ategagocog
gogoaagtog
gcggagogo
ggtgaottct
acogaagacdg
tggacgoaco
tgggtcaacyg
ggccttggac
tgcatccagg

goagegegeg

58

agocttoogo
geggeacety
cotggggooa
aggcagageg
aagccogagg
ggcacaktocoo
agoeggocgg
goctocctoge
ccacgotgtt
aogtcaatok

acgtggacgt

ctgoggacag
toegacgacgt
cgggoccagca
tgogecggoa
acacccaaat
agogogoctyg
tagogogogyg
totgocagga
aggogotage
acggogagog
accacaacog
ggctocacgyg
cgggoatgos

ageggatggg

cgatagogte
goaagacgaa
ggatgoooge
agagegactg
cgaggteggs
gagtcacgty
cgtogecgec
goecagogett
Catagoogqoa
ggtotgogaa

agtgagaotts

cgtgaaaaas
cgatgogoaa
atgoacogoo
coctgacocgag
cggocogotyg
cgacgaggcyg
cgecttocke
ggagatctte
caaggocaac
ogooataags
cotgttagaa
ttatgacgoao
gaaagggatg

agtttcegte

a0
120
1ED
240
300
360
420
480
540
&00

&6l

T2
T80
g4
500
960
1020
1080

1140

L1200

1260

1320

1380

1440

1500

1503



atgaaogcao
gatcocagoga
googoocatog
ttgegecagg
gogacgotgo
ggogogatat
cbogaacogg
atcategtge
goggooggot

atgttgogot

cggIgataceg

acgggatoga

ctgtogcteg

gogatogogo
gogogoogyg
gogottgegt
atcgacggca
gagogtgtga
gagcatgacg
ctggaagtct
ctotoggoga
cgcaacggca
gggtatcgnc
gagttgaage
<210> 28

<211> 1452
<212> ADN

gacactggat
cgggegatge
cogoogotog
acgbtgctact
tcacgogtga
coagagatgoy
aaccgggcac
cgtggaatge
goacggtgat
gottogaaca
aggocageca
cggogacggg

aacttggocgg

cgogtoctaego
tgoetggttoa
cgotgogggt
cocacgogoga
tgctgogagy
atccgaaggo
tcgagaacga
ch;atgqac
cggtgtggat
aaagoggact

acatotgoat

ES 2 543 568 T3

tgoocggogaa
catoggocgg
cocacgogtte
cgqutgggut
aaacggCaag
ctattacgog
gatatogacyg
goccgoogtg
agtcaaaceg
cacggogttg
goggoetogte
caagaagatoc

caagtoatgo

gogogoogog
tgegtogege
cggacogggoc
tgoggtggoa
cacttgoteg
gttcttttgeo
aatggaagcg
goacgacgga
caacgaccac
gggtoeggctg

goaggooggc

<213> Burkholderia graminis C4D1M

<400> 28

tggacoggoa
ttogoogacy
gatogocaocga
teggogotog
gogatogogo
gggctegoge
atgctgogeg
ctgotogtge
goggegoaaa
cotgaaggog
gactegecacq
atggoggoog

tgogtogtat

acgatoateot

gctgogcaaa
atogatcogg
cggacgatog
gggcacgegt
caggacgaga
atocgagaaag
gogogogeat
aacaagcttt

caocggotacg

gtggocggaag

59

ogoccaacat
goggatcgag
catgggogoa
aagcogaacg
aatocgogoga
gocatattge
aagoggcogg
gctegotogo
cgtogotget
cggtgaacet
gggtogacgt
ctgoogacag

togacgatgo

ccgogoagea
tgegogagea
cgaoggatat
agegogogtg
ttetgtogeoo
totttggooo
ccaacgacac
tgogegtoge
tcéccgaaqc
atgogotgge

gtategegee

cgacagoato

cgaagcocgat

ggacgogoge

cgacatgota
cgagattgeoo
cgggcacgtg
cgbogoggog
gooogatobs
cacggoogoyg
agtcaacgaa
ggtgagotto
catgaagaag

cgatgtegeg

atgoacggog
gctogogteg
eggegoegote

cggaacggoo

gacgctogto

gttogtoacg
ggtcttoggt
gogtgogeotg
cgaaacggge
ggacttoace

gttgoggtga

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

TEZ0
T80

240

00

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



atggaaagag
agctccgaiu
goggacgocyg
gooocgtogac
cogotagegy
atgogogoog
cacgtoateg
goctgogatca
gooctogoty
gocggoaatga
ctogaaaacyg
agotttacgg
aagogattgt
gttaaggooa
acocgotgoac
gtoaaagoac

gogoetgatog

cttgoagate
acgotggtog
ttegtocacgt
grtEttggoc
cgtgogctgo
gaaactggog
gacttoacgg
cttggotogt

<210> 29
<211> 1452
<212> ADN

acgotatgaa
octtogaaocgg
cogtotogge
ggoaggatgt
aattgotgac
caatttocga
agocogagoes
togtgoogtyg
coggatgoac
tooghtgtot
gogoagaage
gttogacgga
cgottgagot
ttgoacotag
ggogaatact
togeaagect

atgeoctgogto

gogtgotott
agcacggaga
tagagacctt
tgtocgogag
gtgatgggac
gotatoggea

agatcaagca

oga

<213> Azospirillum sp. B510

<400> 29

ES 2 543 568 T3

ttggatogoo
agagacgoto

tgocogocat

‘totgeottoge

goatgaaaac
agtgogotac
aggocaccate
gaacgotooo
ggocatagte
cgacoagoog
cgotgogoga
agtoggoaag
gggoggcaaa
tottgooogg
cgtgoatgtg
caaggttgge

cogogacgot

gogogggact
acctcacgoc
tgtgaccgaa
cgtgtggaca
cgtoctggato
gagoeggactg
tatctagtghe

ggogaatggg
ggooggttcg
acgttogate
Lgggogcaag
ggcaagacta
tacgagogac
tegacgatgt
googrgotga
aagooggotg
gogottoceg
ctgytegagt
cgaatcatgo
tegtgtegto
gocgogacoa
tcaaaggogg
coagggateyg

gtocagacca

tocgagoggac
ttcktttgeo
aaggaagoeg
cacgactogg
aacgaccaca
ggooggttgo

ggtgcaggag

60

coggoaageoao
tocagotogaa
acacaacgtg
ctetegagtt
ttgggcaggo
togogogoca
tgogogaggo
togtgoggte
cocagacgho
ccggtgctgt
cogoogatgt
gogoegetge
togtottoga
t:atctncgﬁ
accaaatgeog
atceocogokte

cggttgaacy

cgggogoott
aggacgagat
ttgaaaagge
ctogggottt
acaggtbtgtt
acggetatga

toctggaagg

ogtgotogoa
cacgoaagac
ggoacaggat
gtoggtggaa
gocgaggagaa
cattbgooggt
cgocggoght
cotbgogess
attgatcaco
caatetgett
cgatgtgatc
agacagoatg
ggacagogac
acaacaatge
agacgaacto
ocgacattggo

agegtgtgac

tctgtcaceg
cttbggocag
Aaacaacaco
coggattgeg
cgoagaggoc
egogoetagog

catogaagtag

&0
120
1580
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
300
960

1020

1080
1140
12040
1260
13240
1380
1440

1452



gtgaccaact
ttegocagea
gecgaggocg
caasacocgo
geogaggata
ggegagatog
ccogoocaty
ggogtggegy
ggtooggogco
ctgacegeeg
aacatgatca
gacgtggtea
gacaccatga
gacgocgate
cagcaatgea
acacatotge
cggatgggac
geottegatyg
googogtogt

caggacgaga

gtggccaagyg
gooogggogt
aaccgectgt
caoggotaog
accattggect

<210> 30
<211> 1443
<212> ADN

tggacagocg
toaacoccge
aggoogooat
ggetgegeca
togoocogact
ceggogocat
ﬁgntggnqgt
cgetgatcat
tggoctgcgg
cettoctgeyg
gogagaccgg
gettoaceag
agaagctgte
cogoagagac
cocgoogocog
gogcagogtt
cgetgatoga
ectgoagacga
tocotoagcoo

ttttoggece

cCcaacaacac
tgocgcatgge
tegeegagge
atgoottogo

ga

<213> Pseudomonas putida

<400> 30

ES 2 543 568 T3

goattgoate
cgacggeage
ogoogocgog
atecatectyg
gctgacgotg
ttoggaaate
cgagocggga
toogtggaat
ctgeacegte
egecetgtee
cocatgoogec
ctecacagees
goctggagctg
cgoggogoge
cogggtgctyg
gEcggecatyg
cocggooggeg
gutgetgety
atcgotggtyg

cttegtogty

cgtgttegge
ccgggegtty
ggasacaggc

ogattbocaog

gacggagoat
gtectoggoe
catgoogoot
etoggetagy
gagaacggoa
egotattacyg
gtgotgtoca
gogocggoegg
gtggtcaage
gaggtteosa
googoocgoo
acoggcaage
ggcggcaaga
atogocaceg
gtocatgeat
acggtgggya
cgogatcagg
ogtggegygy
gogoacgacy
ctggagoget
ctgteggoca
cgoaatggaa

ggctacogygo

gaactgaago

61

gggtgeecgy
atgeogooga
toaatoggoa
cogasagget
aggooatogo
geggoctege
coatgobgog
tgctgetgge
cggoggoaca
goetgocsng
tggtocgacte
goatcatggt
goctgotgott
cogocaccat
cggocttoga
acggectoga
tgocagacoca
tgeegacgga
acgoctooge

togagacoga

gogtctggac
cogtctggat
aaagoggoct

atgtttgoca

cacegacege
tggeggacge
egactgggog
cgacacgeaa
ccagtogogg
tegecatgtt
agagooggos
gegggecate
gaccacottg
eggegtotge
googttggte
coeggeggeg
ggtottooco
catctoogge
cgocgatgaag
tooggegata
ggtcgaacgg
cagococeges
cttettotge

agoggagycy

ccgogacgge
cCaacgaacag
gggoccggttg

gacggtggga

B0
120
180
240
3040
360
420
480
540
600
660
720
T80
8B40
500
960

1020
10890
1140

1200

1260
1320
1380
1440

1452



atgcaaagoo
ctogacoogg
gaagogucgy
agootgogta
ctogogoaat
ggogaggcta
atqﬂﬁaqaaa
gggctgatca
atocgoggogg
gogatgeteg
goCcgagagog
agocttcacog
aagaagobot
attgoocgccoa
actgoogoos
agogoogoac
cogetgatog
agoctgtgacg
tttetogege
atttttggoo
gocaaccata
tggogtgtog

ttEgeegagy

gatgegetge
tga
<210> 31

<211> 1461
<212> ADN

aacactacat
caagoggoga
tggoagoggo
agoagetatt
tgotgacgog
tttcogagat
tggogooogg
ttocatggaa
gttgtacagt
aacogotgtt
ggcatgecgg
ﬁcthaﬂtgc
ctotggaactk
togogoogaa
ggogegtact
tggggcagat
actggeatte
aagtgetget
egtegetgat
cgttgctggt
cogagttogy
ctogggoact

cggaaacegy

tggatttcag

ES 2 543 568 T3

cgatggacaa
actgatocgga
cqcccgﬁg;c
gotggagtay
cgagaacggo

totttactac

tgagttctoc

tgocooggog
ggtgatcaaa
cgoattgooa
gactgogeat
tacgggocag
FEgcgggaaa
actggoagog
ggtgcatgos
cogoctgggt
Cogacags
ggccggaggt
cgoccatoge
actggagtog
totgtoogeg
gogoaacggt

tggoctatoga

cgagcoctcaaa

<213> Rhodopseudomonas palustris BisB18

<400> 31

tggacctcaa
tgotttgoog
ttcaacgacc
getgeoggos
aaggcattgg
googgoctgg
agocatgotgo
gtgctgotgg
coogogooge
ggoctgoogg

ttggtggett

cgoatcatgo
tottgotgeo
goggocacea
agcegttteg
aatggootog
gttgagogge
cgoocgoagg
gacageagoyg
ttogaagacg
agtgtctgga
acggtgtogo

aagagoggtc

cacatttato

62

cggatcgttg
Acggoggcga
cgoaatgggo
tgaaggoegog
cgoagtoocg
cocggoataa
gogaacoogo
ttogtgotet
aaacocgogot
Cgggooggt
cgocacgggt
gogactgoge
tggtctttga
ttatctotgg
cégaaatgaa
atccagogas
geattggoga
gtgaactgag
cattottttg
aaacogaggo
cogatcaggg
tcaacgacca

tggggogott

agaacgtcgg

gacogacagt
ggoogaigot
gcagaatcoa
teaggaacaa
aggagagato
cooguggcac
cggggtggog
ggegocageyg

attocaatgot
caatctattcs
ggacgtgoto
ggogact atg
agatgcoogat
Cﬂﬂﬂﬂﬂﬂtﬁﬂ
aacogogotg
caacatggga
ggogectggac
caaaggogoa
tocaggaagaa
tgtagogeogo
tgoctogogoo
caacagattyg

goatggogto

cacgotoggt

60
120
ISD_
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T80
40
00
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440

1443



atgggcatga
tooggogooa
gctggtggeyg
coggagtogt
atggaggoege
cogoagtoge
acgegttaca
aaagaacogy
atocogogogo
cagaccgoge
cgcggegtgy
togaacgacy
geggeggegy
ctggtgttcyg
atocatogooy
gacgagatga
FJogYCIITey
cgogocgacy
ggcgaccteg
gogttocbteg
gagaaggagy
acccatgacg
atcaacgaco
cteggoagas
cagagctgog
<210> 32

<211> 1458
<212> ADN

ctgotobgoa
oggogocgag
aggeggatge
agoagaacca
aggocgatoa
goggogaaat
tocoocggoca
coggegtege
tgacgooggo
agatcacoge
tcaatctggt
togacgtoat
agecgaccat
acgacgocga
goocagoaatg
aggoggoget
cogagatgog
aggogatgoa
ccaacggtta
tocaggaaga

cggtggocoyg

gogooogoge

acaacaagct
tgoacggota

gogtagtgta

ES 2 543 568 T3

tgoggataat

acttgateoog

gcaggoogey
gogggogogg
gotogooogg
cgocggoags
cgtgttogag
eggactgate
gctogoogoc
cgegatcate
cagogagoay
cagcttcaco
gaagaaactqg
tategecgac
caccgoogog
gaaagoogog
teogotgate
ggocgoogac
cttectgteg
qltttttqqﬁ
ocgacaataoas
gatgogguty
attogoogaa
tgacgogetg

g

<213> Dinoroseobacter shibae DFL 12

<400> 32

ctgatcgacg
togagoggog
gtageggcyy
cagatggtga
ctgotgacac
gtotocggaga
gtogagocgg
attocgtgga
ggCtgoacag
aaatgoctge
ggocaccaag
gqéhcnaaﬂg
tegoetogage
gtggctecga
cgcngnﬁtgc
ctggogaaca
gacgeagect
gaggtggtge
cegacgeteg
cogotggtgy
agogactacg
gogagggcgs
gocgagacocg

atocgactteo

63

gogooctggoa
geacgatogg
cgeggogoge
tgotgogoty
tggagaacgg
tccéttatta
goagtttote
acgegoocgyc
tggtgatcaa
acgagatga
tggoogagea
coacoggogo
teggoggeaa
agctogooge
tggtgoatge
toogoattge
egctggoogs
tgogoggogg
tggogoateg
tgetegaaaa
ggotgtocge
tgogoaacgy
goggttatog

tegagatcaa

googgogoaa
tggottegog
cttogagogg
ggccgacegg
caagocgotyg
cgocgggota
gasgtEgbtyg
ggtgctgcty
googgogoog
egggctgecy
tetggtgace
goggataatyg
atcegettge
tgoegecace
ctegegetac
googggcagc
cgtggogaag
caggooagas
cgacacgtoyg
attogaggac
cagogtgtgy
cacggtgtgyg
cogoagoggg

goacgtetat

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1461



10

atgacaacga
gacaagatog
ggogoggoogo
tggocogcaat
googatobtog
tococaagggog
cacaatoocog
coggocgggg
toegotogoto
gogotgttca
gtggtcaatg
gatgtogatyg
geogegoega
ctggatgatyg
tooggooago
gogaaaagog
ggocactgoga
ggaacggtat
aagggoagoyg
gtacaggacyg
goggtggoaa
ggogatgogt
cacaacaggeo
ttgocacggtt
ggtgtoghog

<210> 33
<211> 34
<212> ADN

ocggacctgat
cgtegatoaa
aggcococacagc
caccoogoga
cacggottgo
aattgggoge
gocacgogat
togegggcat
cggogotggo
cogoeggoctg
tggttttoga
tocatcagott
cgatgaagaa
cagacatogg
aatgocaccgo
cgotttocoge
tggggocogot
acgatacogo
cgttocatgte
aaattttogg
aggcaaacaa
catggoggot
ttttegooga
togaocggtot

gtcocacktga

<213> sintético

<400> 33

ES 2 543 568 T3

ogogoggocac
cooggogacae
ogocattgoo
coggoagatg
ggaattgotg
ggogatatog
gyasgrogog
categbtgeog
gotgggctgo
catggoococog
ggtocggtoat
tacocggotog
actgtogotg
cgtggtggca
ggcgogtogg
tgegettecag
gatcgacato
cgacgaggto
goocggogotg
coogottgtg
caccgtctat
ggegegtgoc
agoogagacs

gotogattto

atgcggccgc aacaaggaga agatggaatg aacg 34

<210> 34
<211>28
<212> ADN

atgatocggog
gogooggtog
goocgogoggg
goocctgotge
acgtbtgacoca
gaaateccgat
cogogogags
tggaacgcac
acgacogtga
ctgttogagg
gaocgcagoga
aacgoggtog
gaactgggog
cegaaactbg
gttoctggtge
getgtetoca
cagtogogog
gtgctgogog
gtogtgocata
gtgottgaga
ggcttgtocyg
ctgogoaatyg
ggoeggotate

tgogagotoa

64

gotococtatto
ttgggoatgt
cogoattoga
gotgggooga
atggoaaaca
actatgoggg
tttoggtgat
cogoogtgot
e o R BoRatutat fu)
atgococgocat
asacgotggt
gocagoggat
goaaatootg
cegocgoagc
acgaatocoog
toggogacgg
acogggtcat
goggocoget
gogatcocgaa
cgttocogaga
catcaatctg
gocacogtobg
googttoggy

agoacgttta

ggacgogggo
cogUgoogac
cacaacgobao
cgogotggag
gotbtggogog
ococtgaccogoe
goctgogogag
gotgatcogg
QoogCagacog
cocoocgogggo
cacatogooc
catggoggac

ctgcatogtg

cacgatcate
gottgatgaa
catgtoagac
gogtgattgo
cgacggtooy
cgocagotta
cgaggoggat
gacocatogo
gatcaacgac
cotgggoaga

coagaaogta

(11
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6&a0
720
780
840
00
960

1020
1080
1140
1200
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<213> sintético
<400> 34

atgcggcecgce gegtcggggat cggtgeta 28
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REIVINDICACIONES
Célula modificada genéticamente que comprende:

(i) una primera secuencia de polinucleétidos que codifica un primer polipéptido que tiene capacidades de
transporte de acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF), que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas
preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud de
secuencia con una secuencia de aminoacidos definida enlas SECIDN°1,2,304; e

(i) una segunda secuencia de polinucledtidos que codifica un segundo polipéptido que tiene actividad
convertidora de acido HMF;

caracterizado porque dicha célula es modificada genéticamente mediante la introduccidon funcional de al
menos la primera secuencia de polinucleotidos y, preferentemente, mediante la introduccién funcional de la
primera y la segunda secuencia de polinucleotidos.

. La célula modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el segundo polipéptido es una

acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico oxidorreductasa, preferentemente un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %,
mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud de
secuencia con una secuencia de aminoacidos definida en las SEC ID N° 5 o0 6.

. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la primera

secuencia de polinucledtidos comprende una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %,
mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de nucleétidos definida en las
SECIDN°7,8,9010.

. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la segunda

secuencia de polinucleétidos comprende una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %,
mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de nucleotidos definida en
las SEC ID N° 11 0 12.

5. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende una

tercera secuencia de polinucledtidos que codifica un tercer polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas
preferentemente al menos 80 %, tal como 90 % mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia
con una secuencia de aminodacidos definida en las SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25.

Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la
tercera secuencia de polinucledtidos comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 45 %,
preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %,
mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de nucleotidos definida en
las SEC ID N° 26, 27, 28, 29, 30, 31 o0 32.

. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la célula es

una célula procariota tal como una célula bacteriana o una célula eucariota, tal como una célula de levadura,
una célula fungica, una célula vegetal o una célula animal.

. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la célula es

una célula procariota, preferentemente una célula bacteriana seleccionada de los géneros Escherichia,
Anabaena, Caulobacter, Gluconobacter, Rhodobacter, Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Rhizobium (Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Flavobacterium, Klebsiella, Enterobacter,
Lactobacillus, Lactococcus, Methylobacterium, Staphylococcus, Streptomyces, Zymomonas, Acetobacter,
Streptococcus,  Bacteroides, = Selenomonas, Megasphaera, Burkholderia,  Cupriavidus,  Ralstonia,
Methylobacterium, Methylovorus, Rhodopseudomonas, Acidiphilium, Dinoroseobacter, Agrobacterium,
Sulfolobus o Sphingomonas, mas preferentemente seleccionada del grupo que consiste en Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus puntis, Bacillus megaterium, Bacillus halodurans,
Bacillus  pumilus, Gluconobacter oxydans, Caulobacter crescentus, Methylobacterium extorquens,
Methylobacterium radiotolerans, Methylobacterium nodulans, Rhodobacter sphaeroides, Pseudomonas
zeaxanthinifaciens, Pseudomonas putida, Pseudomonas putida S12, Paracoccus denitrificans, Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum, Staphylococcus carnosus, Streptomyces lividans, Sinorhizobium meliloti,
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium radiobacter, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii, Agrobacterium radiobacter, Cupriavidus basilensis, Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha), Ralstonia
pickettii, Burkholderia phytofirmans, Burkholderia phymatum, Burkholderia xenovorans, Burkholderia graminis,
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Rhodopseudomonas palustris, Acidiphilium cryptum, Dinoroseobacter shibae, Sulfolobus acidocaldarius,
Sulfolobus islandicus, Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus tokodaii.

9. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que la célula es

10

11

12.

13.

14.

15.

16.

17

18

una célula huésped eucariota, por ejemplo una célula de mamifero, de insecto, vegetal, fungica o de alga, tal
como una célula de mamifero seleccionada de células de ovario de hamster chino (CHO), células COS, células
293, células PerC6 o hibridomas, una célula de insecto seleccionada de células Sf9 o Sf21 y derivadas de los
mismos, preferentemente una célula eucariota seleccionada de células fungicas o de levadura, tales como
especies de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia,
con mayor preferencia una célula eucariota seleccionada de Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae,
Harzsenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Pichia stipitis o Pichia pastoris o una célula de hongo filamentoso
de una especie seleccionada de la subdivision Eumycota y Oomycota o, como alternativa, una especie del
género Acremonium, Agaricus, Aspergillus, Aureobasidium, Chrysosporium, Coprinus, Cryptococcus,
Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora,
Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Phanerochaete, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus,
Thielavia, Tolypocladium o Trichoderma tal como Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus,
Aspergillus sojae, Aspergillus fumigatus, Talaromyces emersonii, Aspergillus oryzae, Chrysosporium
lucknowense, Trichoderma reesei o Penicillium chrysogenum.

. Una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que la primera

y la segunda secuencia de polinucleétidos se localizan en un Unico vector opcionalmente un vector que ademas
comprende la tercera secuencia de polinucleétidos.

. Un vector que comprende:

(i) una primera secuencia de polinucleétidos que codifica un primer polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70
%, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud
de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida en las SECIDN°1,2,304;y

(i) una segunda secuencia de polinucledtidos que codifica un segundo polipéptido que tiene actividad
convertidora de acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF).

Un vector de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que el segundo polipéptido es una acido 5-
hidroximetilfuroico oxidorreductasa, preferentemente un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al
menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia
de aminoacidos definida en la SEC ID N° 5 o0 6.

Un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en la que la primera secuencia de
polinucleétidos comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos
60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al
menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de nucleétidos definida en las SECID N° 7, 8, 9 0 10.

Un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la que la segunda secuencia de
polinucleétidos comprende una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos
60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al
menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de nucleétidos definida en las SEC ID N° 11 0 12.

Un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-14, que comprende una tercera segunda
secuencia de polinucledtidos que codifica un tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos 60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al
menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia
de nucledtidos definida en las SEC ID N° 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25.

Un vector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-15, en la que la tercera secuencia de
polinucleétidos comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 45 %, preferentemente al menos
60 %, tal como al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %, tal como 90 %, mas preferentemente al
menos 95 % de similitud de secuencia con una secuencia de aminoacidos definida en las SEC ID N° 26, 27, 28,
29, 30, 31 0 32.

. Procedimientos para convertir el acido 5-(hidroximetil)furan-2-carboxilico (acido HMF) que comprenden incubar

una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en presencia de acido HMF en
condiciones adecuadas para la conversion por dicha célula del acido HMF.

. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en el que el acido HMF es formado in situ a partir de uno o

mas precursores furanicos de acido HMF en condiciones adecuadas para la conversién por dicha célula del uno
0 mas precursores furanicos en acido HMF.
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Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17-18, en el que el segundo polipéptido de la
célula es una acido HMF oxidorreductasa y que ademas comprende someter la célula a condiciones adecuadas
para la conversion de acido HMF en FDCA.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en el que un precursor furanico es
seleccionado del grupo que comprende acido 5-(hidroximetil)furan-2-carbaldehido (HMF), furan-2,5-
dicarbaldehido (DFF), [5-(hidroximetil)furan-2-illmetanol (alcohol HMF) y es, preferentemente, HMF.

Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en el que un precursor furanico es
obtenido a partir de uno o mas azulcares hexosa, preferentemente uno o mas azulcares hexosa obtenidos de
biomasa lignoceluldsica, por ejemplo mediante deshidratacion catalizada por acido.

Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en el que el FDCA es recuperado de la
mezcla de reaccion mediante un procedimiento que comprende precipitacion en acido, seguido de cristalizacion
por enfriamiento o, como alternativa, seguido de extraccién en disolvente.

Uso de una célula modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para la
biotransformacién de una serie de precursores furanicos en FDCA.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que el nUmero de precursores furanicos es seleccionado del
grupo que comprende 5-(hidroximetil) furan-2-carbaldehido (HMF), [5-(hidroximetil)furan-2-iljmetanol (alcohol
HMF), acido 5-(hidroximetil) furan-2-carboxilico (acido HMF) furan-2,5-dicarbaldehido (DFF) o acido 5-
formilfuran-2-carboxilico (FFA).
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