OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 560 430
Gint. cl.;

C12N 15/53 (2006.01)
C12N 15/81 (2006.01)

C12N 9/04 (2006.01)
C12N 1/16 (2006.01)
C12P 7/22 (2006.01)
C12P 7/24 (2006.01)
C12P 7/42 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  28.02.2007 E 07731065 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 04.11.2015  EP 1989310

Tl'tulo: Sistema de expresion en levadura para la produccién de moléculas aromaticas

Prioridad: @ Titular/es:

01.03.2006 FR 0601838 V. MANE FILS (100.0%)
620, ROUTE DE GRASSE

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 06620 BAR SUR LOUP, FR
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

19.02.2016 ZUCCA, JOSEPH;
LAMBERT, FANNY;
MANE, JEAN;

NESS, FREDEREQUE y
AIGLE, MICHEL

Agente/Representante:
VEIGA SERRANO, Mikel

ES 2 560 430 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2560430 T3

DESCRIPCION
Sistema de expresion en levadura para la produccién de moléculas aromaticas
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a la produccion de moléculas aromaticas naturales. Mas particularmente, la
invencion se refiere a un nuevo sistema de expresion en levadura que utiliza una casete de expresion y que permite
la produccion de derivados fendlicos por bioconversion, siendo dichos derivados fendlicos utilizables para la
produccién de moléculas aromaticas naturales empleados en aromatica alimentaria o en perfumeria (aromas o
fragancias).

Estado de la técnica

La produccion de moléculas aromaticas naturales puede obtenerse por via bioldgica o por sintesis quimica. Por
ejemplo, la vanillina puede obtenerse por una u otra de estas dos vias.

La vanillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido) es el componente principal responsable de las propiedades olfativas y
gustativas del extracto de vainilla derivado de vainas de Vanillia planifolia. Se trata de una de las moléculas
aromaticas mas utilizadas en la industria. Sin embargo, la produccién de vanillina natural a partir de vaina de vainilla
o de extracto de vainilla solamente cubre el 20 % de este mercado; su utilizacién esta limitada debido, por un lado, al
potencial de vainas disponibles a nivel mundial y, por otro lado, debido al elevado precio, muy fluctuante, de estas
vainas (del orden de 30 €/kg a 450 €/kg es decir, como minimo, 1500 €/kg de potencial en vanillina natural).

La vanillina de sintesis se utiliza, por lo tanto, frecuentemente como un sustituyente econdémico (aproximadamente
15 €/kg) de la vanillina natural. Sin embargo, si la vanillina de sintesis conviene a aplicaciones en perfumeria y en
cosmética, puede plantear dificultades de orden reglamentario en las industrias agroalimentarias. Ademas, los
aromas de sintesis son, generalmente, menos apreciados por los consumidores que los aromas naturales.

Es por esto que se busca obtener moléculas aromaticas naturales, en particular vanillina, mediante procedimientos
bioldgicos, concretamente de bioconversién, que emplean microorganismos (bacterias, levaduras, mohos), células
vegetales o sus sistemas enzimaticos.

En el sentido de la presente invencién, se entiende por bioconversién la transformacion biolégica de un sustrato,
preferentemente procedente de una fuente natural, para obtener aromas, fragancias o precursores de aromas o de
fragancias naturales.

La vanillina puede producirse siguiente el siguiente esquema de reaccion:

OH O OH
= = O H
OMe OMe OMe z OMe
OH - OH N OH N OH

eugenol alcohol coniferilico 4dcido fertulico vanillina

Cada una de las moléculas mencionadas puede permitir el acceso a la vanillina por poco disponibles que estén,
sabiendo que las mas importantes son el acido ferulico y el eugenol.

Por ejemplo, las solicitudes EP 453 368, PCT W0/96/08576 y PCT WO/00/61721 describen procedimientos que
permiten la produccion de vanillina natural por bioconversidon a partir de acido ferulico en presencia de hongos
filamentosos. El acido ferulico utilizado en estos procedimientos proviene de la extraccidon de co-productos agricolas
que contienen ésteres de acido ferulico: maiz, arroz, remolacha o trigo. Pero la baja concentracion de acido ferulico
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de estos co-productos y las multiples etapas necesarias para su extraccion-purificacion hacen que el rendimiento de
extraccion a partir de estos ésteres siga siendo bastante bajo; lo que induce un precio elevado para esta materia
prima y, por lo tanto, un precio de coste elevado para la vanillina que se deriva de ella.

Para que un procedimiento bioldgico que emplea microorganismos pueda ser rentable, es preferible, por lo tanto,
utilizar un sustrato mas disponible y econémico.

Este es el caso del eugenol que puede ser fuente de alcohol coniferilico o de 4cido ferulico.

El articulo publicado por J. Overhage et al., describe que la expresiéon del gen de la vanillil alcohol oxidasa
procedente de Penicillium simplicissimum en Escherichia coli permite catalizar la conversion del eugenol en alcohol
coniferilico. Para convertir el alcohol coniferilico en acido ferulico, J. Overhage et al, expresan a continuacion otras
dos enzimas procedentes de Penicillium simplicissimum en Escherichia coli: 1a coniferil alcohol deshidrogenasa y la
coniferil aldehido deshidrogenasa (Highly efficient biotransformation of eugenol to ferulic acid and further conversion
to vanillin in recombinant strains of Escherichia coli, 2003, Applied and Environmental microbiology p 6569-6576). Si
bien este procedimiento utiliza un sustrato disponible y poco costoso, el eugenol, este sistema de producciéon de
acido ferulico en E. coli sigue siendo, sin embargo, dificil de implementar debido a la triple clonacién necesaria para
convertir eugenol en acido ferulico.

Objeto de la invencidn

La presente invencion tiene, por lo tanto, por objeto un procedimiento de produccién de precursores de vanillina
natural o de la propia vanillina natural, a un coste de producciéon menor que el de la técnica anterior, y con un
procedimiento sencillo de implementar a nivel industrial.

Las soluciones propuestas por la invencion son utilizar o producir sustratos naturales disponibles, de bajo coste
como eugenol y acido ferulico. Este ultimo que es el sustrato mas utilizado para la sintesis de vanillina, es a menudo
de un precio elevado y de una calidad dificil de controlar.

Otro objeto de la invencion es, por lo tanto, un procedimiento sencillo y eficaz de produccién de acido ferulico natural
y/o de alcohol coniferilico natural, de un precio industrialmente aceptable. Si el 4cido ferulico puede utilizarse como
precursor de vanillina natural, el alcohol coniferilico puede ser fuente de alcohol deshidroconiferilico que se
encuentra en perfumes raros como el de flores de tiaré y puede, por oxidacion, ser fuente de acido ferulico.

El medio esencial de los procedimientos de acuerdo con la invencion es una levadura transformada mediante el gen
que codifica vanillil alcohol oxidasa, del tipo del gen de vanillil alcohol oxidasa (SEC. ID. N.° 1) procedente de
Penicillium Simplicissimum (referencia Genbank Y15627), o cualquier secuencia nucleotidica que tenga al menos el
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente 90 %, de identidad con la secuencia de SEC. ID. N.° 1.

De este modo, un objeto de la invencion es proponer la bioconversion de sustratos de bajo coste, en una levadura
que comprende al menos un gen que codifica vanillil alcohol oxidasa.

La bioconversion de eugenol por la levadura de la invencién permite, por un lado, la produccion de acido ferulico y/o
de alcohol coniferilico naturales, sin impureza y de precio bajo y, por otro lado, la produccién de vanillina natural.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, la levadura comprende al menos un sistema de expresion que
contiene el gen que codifica vanillil alcohol oxidasa. Ventajosamente, dicho sistema de expresion comprende:

(1) medios destinados a la integracion de dicho sistema en el genoma de dicha célula, que comprenden dos
secuencias nucleotidicas,

(2) medios destinados a la seleccion de dicha célula que tiene integrado dicho sistema, que comprenden un
inserto de seleccion que comprende dos secuencias LoxP que enmarca un promotor, un marcador de seleccion
del tipo gen de resistencia a los antibidticos y un terminador,

(3) una casete de expresion del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa, que comprende un promotor que
permite la expresion de dicho gen, al menos un sitio de clonaciéon que permite la integraciéon de dicho gen, y un
terminador.

Se entiende por “casete de expresion” una secuencia nucleotidica que comprende un promotor, un sitio de insercién
para la clonacién del gen de interés o un sitio de clonacion mdltiple (MCS por Multiple Cloning Site) y un terminador.
Se entiende por “promotor” una secuencia de ADN necesaria para el inicio y para el control de la transcripcion, por
“sitio de insercidn para la clonacién” o “sitio de clonaciéon multiple” una secuencia de ADN que contiene uno o varios
sitios de restriccion, y por “terminador” una secuencia de ADN necesaria para la terminacién de la transcripcion. Se
entiende por “vector” cualquier secuencia de ADN en la que es posible insertar fragmentos de acido nucleico
extrafio, los vectores permiten introducir ADN extrafio en una célula huésped. Son ejemplos de vectores los
plasmidos, los césmidos, los cromosomas artificiales de levaduras (YAC), los cromosomas artificiales de bacterias
(BAC) y los cromosomas artificiales derivados del bacterio6fago P1 (PAC), los vectores derivados de virus. Se
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entiende por “marcador de seleccidon” un gen cuya expresion otorga a las células que lo contienen una caracteristica
que permite seleccionarlas. Se trata, por ejemplo, de un gen de resistencia a los antibidticos.

De acuerdo con una realizacién preferida de la invencién, el sitio de clonacién comprende los sitios de restriccion de
enzimas de restriccion, Notl, BamHI, Mfel, Xhol, que permiten la insercién de la secuencia nucleotidica de vanillil
alcohol oxidasa en la casete de expresién. Ventajosamente, este sitio de clonacién tiene como secuencia la
secuencia SEC. ID. N.° 2 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy
preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 2.

De acuerdo con una realizacidn preferida de la invencion, el enmarcado del marcador de seleccion por dos sitios
LoxP permitira la escisién de este marcador de seleccion gracias al sistema CRE/Lox. La enzima CRE es una
recombinasa que reconoce especificamente los sitios LoxP. La secuencia nucleotidica comprendida entre estos dos
sitios se califica como ADN diana y sera eliminada en presencia de la enzima CRE. En efecto, cuando la enzima
CRE se une a los sitios LoxP, corta estos sitios en dos y vuelve a pegar entre si dos mitades después de que el ADN
diana ha sido eliminado. Ventajosamente, las secuencias LoxP tienen como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 3 o
cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la
secuencia SEC. ID. N.° 3.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, las secuencias que permiten la integracion del
sistema de expresion en el genoma de dicha levadura son multiples y se seleccionan entre el grupo que comprende
las secuencias TY, las secuencias teloméricas X e Y', las secuencias DUP, la secuencia o o cualesquiera
secuencias repetidas en el genoma de la levadura.

Ventajosamente, dichas secuencias son las secuencias TY1A y TY1B de Saccharomyces cerevisiae, y tienen
preferentemente como secuencia las secuencias SEC. ID. N.° 4 y SEC. ID. N.° 5 respectivamente o cualesquiera
secuencias que son idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencion, los promotores utilizados en el sistema de expresién son
promotores fuertes, es decir promotores que inducen una fuerte transcripcion de los genes bajo su control. Son
ejemplos de promotores fuertes 1) promotores que rigen la expresion de genes cuyas proteinas son abundantes en
la levadura como los promotores que rigen la expresion de proteinas de la glucdlisis o del metabolismo del
nitrégeno; 2) promotores cuya expresion es especifica, por ejemplo promotores cuya actividad esta regulada por la
presencia de azucar o de nitrégeno; 3) promotores cuya actividad es importante en vista de los experimentos de
transcriptoma; o 4) promotores artificiales disefiados para permitir una fuerte transcripcion de los genes que regulan.
Los terminadores utilizados en el sistema de expresion se seleccionan por su capacidad para permitir una buena
estabilidad de los ARNm. Ventajosamente, el terminador seleccionado corresponde al promotor fuerte seleccionado
anteriormente.

Ventajosamente, el promotor que permite la expresién del gen de interés en el sistema de expresién es el promotor
del gen TDH3 de Saccharomyces cerevisiae, y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 6 o
cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la
secuencia SEC. ID. N.° 6. Ventajosamente, el terminador asociado es el terminador del gen CYC1 de
Saccharomyces cerevisiae, y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 7 o cualquier
secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia
SEC. ID. N.° 7. Ventajosamente, el promotor y el terminador que permiten la expresion del marcador de seleccion
son el promotor y el terminador del gen TEF1 de Ashbya gossypii, y tienen preferentemente como secuencia la
secuencia SEC. ID. N.° 8 y SEC. ID. N.° 9 respectivamente o cualesquiera secuencias que son idénticas a éstas en
al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencion, el marcador de seleccion utilizado en el sistema de
expresion es un gen de resistencia a los antibiéticos seleccionado entre el grupo que comprende los genes de
resistencia a geneticina, nourseotricina, fleomicina, zeocina o cualquier otro gen de resistencia a un antibiético
dominante para el que la levadura silvestre es sensible.

Ventajosamente, el marcador de seleccion utilizado en el sistema de expresion es el gen de resistencia a geneticina,
y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 10 o cualquier secuencia idéntica en al menos el
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 10.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencion, el sistema de expresion que contiene el gen de la vanillil
alcohol oxidasa tiene como secuencia la secuencia nucleotidica de SEC. ID. N.° 11 o cualquier secuencia idéntica en
al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 11.

La presente invencién tiene también por objeto un vector que comprende un sistema de expresion tal como se ha
definido anteriormente.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencidn, el vector que comprende el sistema de expresion es un
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plasmido, y ventajosamente pUC57.

La presente solicitud describe también bacterias transformadas, que comprenden al menos un vector tal como se ha
definido anteriormente.

Estas bacterias transformadas pueden pertenecer a cualquier especie que permita la replicacién del vector portador
seleccionado. Ventajosamente, se trata de bacterias del género E. coli.

La presente solicitud describe también un vector de escision del gen de resistencia a los antibidticos, comprendiendo
dicho vector de escision:
(1) medios destinados a la seleccion de las células que lo contienen, que comprenden el promotor y el
terminador del gen TEF1 de Ashbya gossypii y el gen de resistencia a nourseotricina, y
(2) medios destinados a la escision del marcador de seleccion presente en el sistema de expresion, que
comprenden el promotor del gen GAL1 de Saccharomyces cerevisiae, el gen CRE y el terminador del gen CYCA1
de Saccharomyces cerevisiae.

Ventajosamente, el vector de escision comprende la secuencia SEC. ID. N.° 12 o cualquier secuencia idéntica en al
menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 12.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el vector de escision descrito anteriormente se selecciona
entre los vectores que son mal segregados durante las divisiones celulares, que causan debido a esta caracteristica
una pérdida del vector en ausencia de presion de seleccion frecuente, por ejemplo vectores replicativos de tipo
multicopia.

Ventajosamente, el vector de escision es el plasmido pFL44s.

Este vector de escision tiene como primera ventaja permitir la eliminacion del gen de resistencia a los antibiéticos
presente en el genoma de las levaduras después de su transformacion con el sistema de expresion. Las levaduras
que permiten la producciéon de moléculas aromaticas de acuerdo con la invenciéon no contienen, por lo tanto, ADN no
originario de cepas que pertenecen al mismo género o a la misma familia, a excepcion del gen que codifica vanillil
alcohol oxidasa.

Ademas, la eliminacion del gen de resistencia por el vector de escision permite también transformar varias veces
una levadura, para aumentar el nimero de copias del sistema de expresion presentes en el genoma y aumentar, de
este modo, la cantidad de proteina vanillil alcohol oxidasa producida.

La invencioén tiene por objeto levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae que comprenden el sistema de
expresion que contiene vanillil alcohol oxidasa, teniendo dicho sistema de expresion como secuencia la secuencia
SEC. ID. N.° 11 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente
el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 11.

La invencion también tiene por objeto levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae tales como las descritas
anteriormente y/o transformadas con el vector de escisién tal como se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, las levaduras pertenecen a la especie Saccharomyces
cerevisiae capaz de realizar la bioconversion de los precursores de vanillina (concretamente eugenol, acido ferdlico,
alcohol coniferilico) en vanillina de acuerdo con procedimientos conocidos por el experto en la materia.

Las levaduras pertenecen al género Saccharomyces. Muy preferentemente, las levaduras provienen de una cepa
cerevisiae.

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento de producciéon de alcohol coniferilico y/o de acido ferulico
naturales, que comprende las siguientes etapas:

a) clonacion de la secuencia nucleotidica del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa en el sistema de expresion,
b) transformacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae con el sistema de expresion obtenido de este modo,
c) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresion de vanillil alcohol oxidasa,
d) puesta en contacto de la levadura con eugenol.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la secuencia nucleotidica del gen que codifica vanillil
alcohol oxidasa y el vector que comprende el sistema de expresion son, en un primer momento, digeridas por una o
varias enzimas de restriccion. La secuencia del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa es insertada a continuacién
mediante simple ligamiento o cualquier otro medio de insercion en el sistema de expresion portado por el vector.

Para amplificar el sistema de expresion, se transforman bacterias de acuerdo con cualquier procedimiento conocido
con el producto de ligamiento (vector que porta el sistema de expresién que contiene el gen de la vanillil alcohol
oxidasa). Las bacterias que tienen integrado el sistema de expresion se seleccionan gracias al gen de resistencia a
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los antibidticos presente en el vector que porta el sistema de expresion que contiene el gen que codifica vanillil
alcohol oxidasa.

En un segundo momento, el vector que porta el sistema de expresién es digerido por una o varias enzimas de
restriccion, preferentemente Pvull, que cortan a uno y otro lado del sistema de expresion. El sistema de expresion es
purificado a continuacion y después transformado en las levaduras que pertenecen a la especie Saccharomyces
cerevisiae de acuerdo con cualquier procedimiento conocido. Las levaduras que tienen integrado el sistema de
expresion se seleccionan gracias al gen de resistencia presente en el sistema de expresion.

Finalmente, las levaduras transformadas se cultivan en las condiciones conocidas por el experto en la materia que
permiten la expresion de vanillil alcohol oxidasa. Cuando se afiade eugenol al cultivo, la vanillil alcohol oxidasa
permite catalizar su bioconversion en alcohol coniferilico y/o en acido ferulico.

La invencion también tiene por objeto un procedimiento de produccién de alcohol coniferilico y/o de acido ferulico
naturales, en el que el marcador de seleccion presente en el genoma de la levadura ha sido escindido,
comprendiendo dicho procedimiento, después de la etapa b) y antes de las etapas c) y d), las etapas b1), b2) y b3)
siguientes:

b1) transformacién de la levadura Saccharomyces cerevisiae con el vector de escision,
b2) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresion de la enzima CRE,
b3) aislamiento de las levaduras que han perdido el marcador de seleccion.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la secuencia nucleotidica del gen que codifica vanillil
alcohol oxidasa se inserta en el sistema de expresion, y las levaduras Saccharomyces cerevisiae se transforman, en
un primer momento, con este sistema de expresion como se ha descrito anteriormente. Las levaduras que tienen
integrado el sistema de expresiéon son seleccionables gracias a la presencia de un primer marcador de seleccion,
preferentemente un gen de resistencia a los antibiéticos. Las levaduras seleccionadas positivamente se transforman
a continuacion con el vector de escision de acuerdo con cualquier procedimiento conocido. Las levaduras que tienen
integrado el vector de escision se seleccionan gracias al gen de resistencia a nourseotricina presente en el vector de
escision.

Las levaduras, que tienen, por lo tanto, integrado el sistema de expresion y el vector de escision, son cultivadas
entonces en las condiciones que permiten la expresién de la enzima CRE. La enzima CRE activa permitira escindir
el premier marcador de seleccion enmarcado por las secuencias loxP en el sistema de expresion. Las levaduras que
hayan perdido este marcador de seleccidon se seleccionan a continuacion. Por ejemplo, las levaduras que hayan
perdido este primer gen de resistencia a un antibiético se seleccionan gracias a su ausencia de resistencia a este
antibidtico.

Las levaduras obtenidas después de esta etapa de seleccién ya no poseen el marcador de seleccion presente en el
sistema de expresién, pero siguen poseyendo el gen de resistencia a nourseotricina presente en el vector de
escision. Tal como se ha descrito anteriormente, el vector de escision se selecciona entre los vectores que son mal
segregados durante las divisiones celulares. Debido a esta caracteristica, el vector de escision se pierde facilmente
en ausencia de presion de seleccion frecuente. Se entiende por presion de seleccion cualquier procedimiento que
contribuya a seleccionar las células. Por ejemplo, mantener en cultivo levaduras que poseen un gen de resistencia a
un antibiético en presencia de este antibiotico corresponde a un procedimiento de presion de seleccion. Las
levaduras obtenidas en la etapa anterior son, por lo tanto, cultivadas en ausencia de presiéon de seleccién para
perder el vector de escision, y a continuacién se seleccionan para la pérdida del gen de resistencia a nourseotricina.

Las levaduras obtenidas de este modo tienen integrado en su genoma el sistema de expresion que permite la
expresion de vanillil alcohol oxidasa, mientras que su genoma ya no contiene genes de resistencia a los antibiéticos.
Las levaduras transformadas se cultivan a continuaciéon en las condiciones conocidas por el experto en la materia
que permiten la expresion de vanillil alcohol oxidasa. Cuando el eugenol se afiade al cultivo, la vanillil alcohol
oxidasa permite catalizar su bioconversion en alcohol coniferilico y/o en acido ferdlico.

Finalmente, la invencién también tiene por objeto un procedimiento de produccién de alcohol coniferilico y/o de acido
ferdlico naturales en el que las etapas b), b1), b2) y b3) se repiten tantas veces como copias del sistema de
expresion se deseen, con el fin de aumentar el nimero de copias del sistema de expresion en el genoma de la
levadura. De acuerdo con una realizaciéon preferida de la invencién, las levaduras Saccharomyces cerevisiae se
transforman, en un primer momento, con el sistema de expresion y a continuacion se seleccionan como se ha
descrito anteriormente. Estas levaduras se transforman a continuacion con el vector de escision, para permitir la
eliminacion del marcador de seleccién como se ha descrito anteriormente. Las levaduras obtenidas de este modo ya
no poseen marcador de seleccién en su genoma y tienen integrada al menos una copia del sistema de expresion.

En un segundo momento, para aumentar el nimero de copias del sistema de expresion, estas levaduras se
transforman de nuevo con el sistema de expresion. El mismo procedimiento de seleccién, de transformacién con el
vector de escision y de seleccion final se realiza como anteriormente. Las levaduras obtenidas de este modo ya no
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poseen marcadores de seleccion y tienen integradas en su genoma al menos dos copias del sistema de expresion.
Este procedimiento puede repetirse tantas veces como se desee.

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento de produccién de vanillina que comprende las etapas a), b),
c) y d) tal como se han descrito anteriormente y una etapa posterior de conversion del acido ferulico y/o del alcohol
coniferilico, producidos en la etapa d), en vanillina.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la Saccharomyces cerevisiae, debido a su propio material
genético, es capaz de convertir el acido ferulico producido en la etapa d) en vanillina.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencion, la etapa de conversién del acido ferulico y/o del alcohol
coniferilico en vanillina se realiza por via enzimatica o via bioquimica de acuerdo con los procedimientos descritos
en las patentes EP 0 606 441y EP 0 804 606.

La presente invencion se entendera mejor con ayuda del complemento de descripcién a continuacién, que se refiere
a ejemplos de obtencion del sistema de expresion que comprende vanillil alcohol oxidasa, de vectores que contienen
este sistema de expresion, de vectores de escisidn, y de su utilizacion para la produccion, por bioconversion de
eugenol, de alcohol coniferilico y de acido ferulico.

Descripcion de las figuras

En los ejemplos siguientes, dados a titulo ilustrativo, se hara referencia a las figuras adjuntas, en las que:

- lafigura 1 presenta un esquema del sistema de expresion,

- lafigura 2 presenta la expresion de vanillil alcohol oxidasa por las levaduras,

- lafigura 3 presenta el procedimiento de obtencidn del vector de escision pFL44s-NAT1-CRE.

Descripcion detallada de la invencién

Ejemplo 1: Expresion de vanillil alcohol oxidasa en la levadura por transformacion de la levadura con el
sistema de expresion.

1/ Sintesis del sistema de expresion.

El sistema de expresién comprende la secuencia nucleotidica de 2715 pb descrita en SEC. ID. N.° 13. Esta
secuencia nucleotidica se ha construido a partir de una secuencia sintética (SEC. ID. N.° 14) y de un inserto de
seleccioén (SEC. ID. N.° 15).

La secuencia sintética posee un tamario de 1225 pb y ha sido sintetizada por GenScript Corporation. Esta secuencia
comprende:

- lasecuencia TY1A

- una secuencia LoxP

- la secuencia del promotor del gen TDH3

- una secuencia de sitios de clonacién multiple
- la secuencia del terminador del gen CYC1

- lasecuencia TY1B

El inserto de seleccion se aisloé a partir del vector pUG6 clonado en E. coli (Gildener, U., Heck, S., Fiedler, T.,
BeinHauer, J., y Hegemann, J.H. 1996. A new efficient gene disruption cassette for repeated use in budding yeast.
Nucleic Acids Res. 24: 2519-2524). El inserto de seleccion consta de 1500 pb y comprende:

- una secuencia loxP

la secuencia del promotor del gen TEF1
la secuencia del gen kan’

- la secuencia del terminador del gen TEF1

Este inserto se aisl6 mediante digestion del vector pUG6 con las enzimas de restriccion Sall y Sacl.

El sistema de expresion que comprende la secuencia sintética se clono en el vector pUC57 (GenScript Corporation)
gracias a los sitios de restriccion de EcoRl y Pstl.

El vector pUG6 y el vector pUC57 que contiene el sistema de expresion se digirieron mediante las enzimas de
restriccion Sall y Sacl. El inserto de seleccion se inserta a continuacion mediante simple ligamiento en la secuencia
sintética entre TY1A y la secuencia LoxP situadas a uno y otro lado de los sitios de restricciéon Sall y Sacl.

El vector obtenido de este modo que consta del sistema de expresion (secuencia sintética + inserto de seleccion) se
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denomina pM2-KAN (figura 1)

Los sitios de restriccion Xbal y Sacl presentes en el inserto de seleccidon permiten cambiar el marcador de seleccion
y sus secuencias de expresion si el usuario lo desea.

Los sitios de restriccién Sall y Spel permiten eliminar o sustituir el conjunto de las secuencias constituido por el
marcador de seleccién y sus secuencias de expresion enmarcadas por las dos secuencias LoxP.

2/ Insercion del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa en el sistema de expresion.

La secuencia nucleotidica de la VAO se obtiene de Penicillium simplicissium (referencia Genbank Y15627). La
secuencia de la VAO (SEC. ID. N.° 1) utilizada en este experimento se sintetizé con un sitio Notl en 5' y Xhol en 3'
para permitir su clonacién en el vector pivex, y esto en fase con una secuencia nucleotidica que permite producir una
proteina con una etiqueta de seis histidinas en extremo C.

El vector pivex que contiene la secuencia de la VAO, tal como se ha descrito anteriormente, fue digerido por Notl y
EcoRI para liberar la secuencia de la VAO-6His. Esta secuencia es clonada a continuacion mediante simple
ligamiento en el vector pUC57 que contiene el sistema de expresion digerido previamente por Notl y Mfel.

3/ Transformacién de las levaduras con el sistema de expresidon que comprende el gen que codifica vanillil alcohol
oxidasa.

El vector pUC57 que contiene el sistema de expresion es digerido por la enzima de restriccion Pvull. Esta enzima
corta a uno y otro lado del sistema de expresién que contiene el gen de interés: el gen de la VAO. El fragmento de
ADN procedente de esta digestion se purifica y se transforma en las levaduras de acuerdo con un método de choque
térmico en presencia de PEG/acetato de litio.

Las levaduras transformadas, gracias a la presencia del gen de resistencia KANr portado por el sistema de
expresion, se seleccionan en medio rico YPD (extracto de levadura al 1 %, peptona al 1 %, glucosa al 2 %) que
contiene 300 mg/l de Geneticina. Se obtuvieron veinticuatro clones de levaduras Saccharomyces cerevisiae (cepa
92411) después de la transformacion (clones 92411 KANVAO).

3/ Analisis de la expresiéon de vanillil alcohol oxidasa por las levaduras transformadas.

Las levaduras transformadas se cultivan en medio completo Glucosado (YPD). La proteina VAO (vanillil alcohol
oxidasa) se purifica después por afinidad sobre resina Ni NTA como en el ejemplo 1. Las proteinas retenidas sobre
la resina se analizan por electroforesis sobre gel de poliacrilamida (gel SDS-PAGE) y se detectan con azul de
Coomassie. La figura 2 muestra para dos clones que la proteina VAO se produce (columnas E 92411 KANVAO). El
clon 92411 T- corresponde al control negativo, es decir a una cepa 92411 no transformada, no produce de proteina
VAO, mientras que BL21 I+F corresponde a un control positivo resultante de la clonacion de la vanillil VAO en el
vector pivex y de su produccién en E. coli.

Ejemplo 2: Produccion de alcohol coniferilico y de acido ferulico por bioconversion de eugenol en las
levaduras que expresan vanillil alcohol oxidasa.

Las levaduras transformadas con el sistema de expresién que contiene vanillil alcohol oxidasa, tal como se han
descrito anteriormente, se seleccionaron en primer lugar por su capacidad para convertir eugenol en alcohol
coniferilico y a continuacion, para algunas de ellas, por su capacidad para producir acido ferulico. De este modo, el
clon 93205, preseleccionado por su capacidad para formar alcohol coniferilico se ha mostrado capaz posteriormente,
mediante sus derivados, de convertir eugenol en acido ferulico.

El clon 93207 y su descendencia, se seleccionaron como ejemplos de cepas capaces de convertir eugenol en
alcohol coniferilico en fermentador.

1/ Produccion de alcohol coniferilico en fermentador con la cepa 93207 y uno de sus derivados 93334.

Dos esporas de la cepa 93207 se cruzaron para dar la cepa diploide 93334, que comprende de este modo dos
copias del sistema de expresion que contiene vanillil alcohol oxidasa.

La cepa 93334 se cultivd a continuacion en 100 ml de medio con malta durante dos dias para alcanzar una
concentracion de aproximadamente 3 a 6 x 108 células/ml. Las células se inoculan a continuacion en un fermentador
que contiene 3 litros de medio con malta. La inoculacién se efectda con la mitad del volumen de precultivo, a 30 °C y
con agitacion de 500 rpm. La aireacion se lleva a 1 litro de aire/minuto.

Después de 20 h de cultivo, se afiade el eugenol en soluciéon en glucosa al 50 % (60 g de eugenol + 120 ml de
glucosa al 50 % en H20).
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Después 18 h de conversion, se detiene la fermentacion. Se efectua una extraccion. Se acidifica con acido fosforico,
se diluye 2 veces en etanol y se centrifuga a 8000 rpm. El sobrenadante se analiza en HPLC.

Los resultados muestran que en 18 horas el eugenol se convierte casi en su totalidad y que se sintetizaron 22 g/l de
alcohol coniferilico (rendimiento molar cercano al 100 %).

2/ Produccion de acido ferulico en fermentador con la cepa 93205 y uno de sus derivados 93342.

La cepa haploide 93242, procedente de la esporulacion de la cepa 93205, se cultiva en 100 ml de medio con malta
durante dos dias, con agitaciéon (150 rpm) y a 30 °C. Las células se ponen a continuacién en cultivo en un
fermentador que contiene 3 litros de medio con malta. La inoculacién se efectua con la mitad del volumen de
precultivo, con agitacion (500 rpm) y a 30 °C. La aireacion se lleva a 0,45 litros de aire/minuto durante 24 h.

Después de 24 h de cultivo, la solucién de eugenol se afiade de forma continua con un caudal de 0,25 a 0,5 g de
eugenol por hora. Se efectuan extracciones regularmente para seguir la conversion del sustrato en derivados
fenodlicos. Cada extraccion se acidifica con acido fosférico y se centrifuga a 8000 rpm. El sobrenadante se analiza en
HPLC.

Caudal de sustrato: 2,5 ml/H Concentraciones en gramos por litro

Tiempo (horas) Eugenol distribuido | Eugenol restante | Alcohol coniferilico | Acido fertlico
0 0 0 0 0
16 1,6 0 0,7 0,75
40 3.8 0 0 3.8
64 7,1 0 0,2 6,7
112 10 0 0 10,11

En estas condiciones, se producen 10 g/l de acido ferulico a partir de 10 g/l de eugenol (rendimiento molar = 85 %).
Ejemplo 3: Escision del marcador de seleccion del genoma de las levaduras transformadas.

1/ Construccion del vector pFL44s-NAT1-CRE para la escisién del marcador de seleccién.

El vector de escision tiene como vector original, en este ejemplo, el vector pFL44s (referencia Genbank X70266).
Este vector de un tamafo de 4319 pb posee:

- la secuencia del gen URA3

- la secuencia del gen de resistencia AmpR

- un sitio de clonacion multiple

- la secuencia del origen de replicacion de 2 micras.

En este vector pFL44s se insertan un inserto que comprende un marcador de seleccion y un inserto que comprende
la secuencia de la enzima CRE.

El inserto que comprende el marcador de seleccion, en este caso el gen de resistencia a la nourseotricina NAT1, se
obtiene a partir del vector que codifica nourseotricina (referencia Genbank X73149). Dicho vector y el vector pFL44s
son digeridos por las enzimas de restriccion Bglll y EcoRlI. El inserto NAT1 que comprende el promotor del gen TEF,
la secuencia del gen NAT1 y el terminador del gen TEF, se inserta mediante simple ligamiento en el vector pFL44s.
El vector obtenido de este modo es el vector pFL44s-NAT1.

El inserto que comprende la secuencia de la enzima CRE se obtiene a partir del vector psh47 (referencia Genbank
AF298782). El vector psh47 y el vector pFL44s-NAT1 son digeridos por la enzima de restricciéon Pvull. El inserto
CRE que comprende el promotor del gen GAL1, la secuencia del gen CRE y el terminador del gen CYC1, se inserta
a continuacion mediante simple ligamiento en el vector pFL44s-NAT1. El vector obtenido de este modo es el vector
pFL44s-NAT1-CRE que tiene como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 11 (figura 3).

2/ Transformacion de las levaduras con el vector de escisidén para eliminar el marcador de seleccidn presente en el
genoma de las levaduras.

Las levaduras que comprenden el sistema de expresién que contiene vanillil alcohol oxidasa, por ejemplo la cepa
93334, se transforman con el vector de escision pFL44s-NAT1-CRE. Las levaduras transformadas se seleccionan en
medio rico (YPD) adicionado con clonNAT (100 mg/ml).

Las levaduras seleccionadas positivamente se cultivan a continuaciéon en un medio YPGalactosa. Siendo el promotor
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del gen CRE inducible en presencia de Galactosa, esta condicion de cultivo permite la induccion de la expresion de
la enzima CRE en las levaduras.

Los resultados de este experimento muestran que el 80 % de los clones han perdido el marcador KanR.
El procedimiento de conversién de eugenol en alcohol coniferilico tal como se ha descrito en 1/ se realiza con una
cepa 93334 que ha perdido el marcador de seleccién. Después de 18 h de conversién, se obtienen los mismos
resultados, lo que sugiere que la pérdida del marcador de seleccién no afecta a la capacidad de bioconversion de la
cepa.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> MANE, Jean

<120> Sistema de produccién de moléculas aromaticas por bioconversion

<130> BFF060094

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1

<211> 1734

<212> ADN

<213> P. simplicissimum

<400> 1
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atgagcggcece
ttgtcagact
gaggttattt
catgacccac
agaaacgttg
tggccaattt
tctgttgttt
gcttattgtg
aacaacttga
ggtaacgctg
tctggtatgg
ccagacccaa
attgctcatt
aacatgggta
tcttatttga
ccattgagat
gctgctgttt
gagttggaca
tatggtccag
attccaggtg
agagacaaga
ccaaacggty
atgcaatatg
tttactgtty
ttgattcaaa

gctcaaagac
tcaacgagtt
catctaagga
atcatgttat
ctgacgttca
caattggtag
tggacatggg
ttgttgaacc
gagacaaatt
ttgaaagagg
aggttgrertt
aaagaccaga
tgttcccata
ttgttactaa
ttactrtacc
taggtatggc
tgggtgacaa
agattgctaa
aaccaattag
ttaagttcta
ctatgcaagg
ctcatttgtt
ctgttactaa
gcatgegtga
agagaaaggt
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tcaagagttc
cattcaagac
ccaaattgtt
ggaccaagac
atctattgtt
aaactctggt
taagaacatg
aggtgttact
gtggttagac
tgttggttat
ggctaacggt
gactatgggt
cggtttcggt
gattggtatt
aaaggatggt
tttgcaaaac
gagatcatat
gcaattgaac
aagagttttg
ttttccagaa
tattccaact
cttctctcca
aaagagatgt
gatgcatcat

tcaatggttg

agaccattga
attattagaa
gacggttctt
tatttcttgg
ggtttggcta
tatggtggty
aacagagttt
tatcatgact
gttccagatc
actccatacg
gagttgttaa
ttgaagccag
ccatatattyg
tggttaatgc
gacttgaagc
gttccaacta
tcttcaaaaa
ttgggtagat
tgggagacta
gatactccag
tatgacgagt
attgctaagg
caagaggctyg
attgtttgta

atgagaactt

ctttgccacc
ttgttggttc
atatgaagcce
cttctgetat
acaagttctc
ctgctececy
tggaggttaa
tgcataacta
taggtggtgg
gtgatcattg
gaactggtat
aagatcaacc
atggtttgtt
caaacccagg
aagctgtiga
ttagacatat
ctgagccatt
ggaactttta
ttaaagatgc
agaactctgt
tazaatggat
tttctggtga
gtttggactt
ttgttttcaa
tgattgatga

aaagttgtct
agagaacgtt
aactcatact
tgttgctcca
tttcccattg
ggtttcaggt
cgttgaagyt
tttggaggct
ttctgtttig
gatgatgcat
gggtgettta
atggtctaag
ctctcaatct
tggttatcaa
cattattaga
tttattggat
gtctgacgag
tggtgctttg
tttctetget
tttgagagtt
tgactggttg
agacgctatg
cattggtact
caagaaggac

ctgtgctget

aatggttgag gtgagtatag aactcatttg gotttcatgg accaaattat ggagacttat

aactggaaca actcttcatt cttgagattc aacgaggttt tgaagaacgc tgttgatcca

aacggtatta ttgctccagg taagtcaggt gtttggecat ctcaatattc tcatgttact

tggaagctcg agegagetce €ggggggyggt tctcatcate atcatcatca ttaa

<210> 2
<211> 29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> sitio de clonacion multiple

<400> 2
gcggecgegg atcccaattg cgactcgag

29

11

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620
1680
1734
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<210> 3

<211> 34

<212> ADN

<213> bacteriéfago P1

<400> 3

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat

<210>4

<211> 149

<212> ADN

<213> S. cerevisiae
<400> 4

ctgtgettcg gttacttcta
ttccaaaaca gaagaatgtg

acctgcttca tctgetgtee

<210>5

<211> 153

<212> ADN

<213> S. cerevisiae

<400> 5
acctgataca agaacttaac
caacgatcag tataattaag

caaaggcaat gagacttaga

<210>6
<211> 596
<212> ADN

<213> S. cerevisiae

<400> 6
tcaaaaaact
tacacagaat

aatataatgg
aatattgttt

gaacaggggc
tggagtaaat
ccttetatta
gttccctgaa
gtaattctgt
tttagtttta

<210>7
<211> 204
<212> ADN

agtcttttaa
atataacatc

agccegettt
tcttcaccaa

acaaacaggc
gatgacacaa
ccttctgete
attattccec
aaatctattt

adacaccaaqg

<213> S. cerevisiae
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34

aggaagtcca cacaaatcaa gatcecgttag acgtttcage

agaaggcttc cactaaggct aactctcaac agacaacaac

cagagaacc

aagaaaccaa
tctacaaatg

gatgaagtat

ttctgctgta
gtaggtgtct

ttaagctgge
ccatcagtte

aaaaaacggg
ggcaattcac
tctctgattt
tacttgacta
cttaaactte

aacttagttt

ttattaaagg cttacttact gatagtagat

aagagaaatt tagaaacaga ttttttggca

cag

acccgtacat

gggtgaacag

atccagaaaa
ataggtccat

cacaacctca
ccacgcatgt
ggaaaaagct
ataagtatat
ttaaattcta

Cgaataaaca

12

gcccaaaata
tttattcctg

aaaaagaatc
tctettageg

atggagtgat
atctatctca
gaaaaaaaag
aaagacggta
ctrttatagt

cacataaaca

g9gggcgggt
gcatccacta

ccagcaccaa
caactacaga

gcaacctgcec
trrtcttaca
gttgaaacca
ggtattgatt
tagtcttttt

aacaaa

60
120
149

60
120
153

60
120

180
240

300
360
420
480
540
596
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acaggcccct tttcctttgt
cctectccca catccgetct
cctatttatt ttttttaata
ttcrrttttt tctgtacaaa
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<210> 8
<211> 383
<212> ADN

<213> A. gossypii

<400> 8

gtttagcttg
ctccttgaca
tagcecatac
cgaagcaaaa
gacgcgttga
ccactgaggt

atcacatccg

cctegtecec
gtcttgacgt
atccccatgt
attacggctc
attgtcccca
tcttctttca

aacataaaca

<210>9

<211> 244

<212> ADN
<213> A. gossypii

<400> 9

tcagtactga caataaaaag
atattgtagt tgitctattt
acatcatctg cccagatgeg
tgtgaatgct ggtcgetata

aaac

<210> 10
<211> 810
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 10

cgatctcatg taattagtta tgtcacgctt acattcacgc 60
aaccgaaaag gaaggagtta gacaacctga agtctaggtc 120
gttatgttag tattaagaac gttatttata tttcaaattt 180
cgcg 204
gccgggtcac ccggecageg acatggagge ccagaatace 60
gcgcagctca ggggcatgat gtgactgtcg cccgtacatt 120
ataatcattt gcatccatac attttgatgg ccgcacggceg 180
ctcgetgcag acctgcgage agggaaacge tcccctcaca 240
cgcegegece ctgtagagaa atataaaagg ttaggatttg 300
tatacttcct tttaaaatct tgcraggata cagttctcac 360
acc 383
attcrtgrtt tcaagaactt gtcatttgta tagtttttty 60
taatcaaatg ttagcgtgat ttatattttt tttcgcctcg 120
aagttaagtg cgcagaaagt aatatcatgc gtcaatcgta 180
ctgctgtcga ttcgatacta acgecgccat ccagtgtcga 240

244

13
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atgggtaagg
ttatatgagt
ttgtatggga
aatgatgtta
accatcaagc
ggcaaaacag
gcgetggeag
agcgatcgcg
gcgagtgatt
cataagcttt
aaccttattt
gecagaccgat
ttacagaaac
tttcatttga
<210> 11
<211> 3745
<212> ADN
<213> artificial

<220>

aaaagactca
ataaatgggc
agcccgatge
cagatgagat
attttatccg
cattccaggt
tgttcctgcg
tatttcgtct
ttgatgacga
tgccattctc
ttgacgaggg
accaggatct
ggctttttca
tgctcgatga
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cgtttcgagg
tcgcgataat
gccagagttg
ggtcagacta
tactcctgat
attagaagaa
ccggttgeat
cgctcaggcg
gcgtaatggc
accggattca
gaaattaata
tgccatcecta
aaaatatggt
gtttttctaa

ccgcgattaa
gtcgggeaat
tttctgaaac
aactggctga
gatgcatggt
tatcctgatt
tcgattcctg
caatcacgaa
tggcctgtty
gtcgtcactc
ggttgtattg
tggaactgec
attgataatc

attccaacat
caggtgcgac
atggcaaagg
cggaatrttat
tactcaccac
caggtgaaaa
tttgtaattg
tgaataacqgg
aacaagtctg
atggtgattt
atgttggacg
tcggtgaget
ctgatatgaa

<223> sistema de expresion que contiene el gen de la VAO (vanillil alcohol oxidasa)

<400> 11

gaattccage
cgtttcaget
gacaacaaca
tatacgaagt
catggatgct
gacaatctat
aggtagcgtt
tatgectctt
cactgcgate
aaatattgtt
ttgtcctttt
cggttrggtt

tgtgcttcgg
tccaaaacag
cctgcttcat
tatatgggta
gatttatatg
cgattgtatg
gccaatgatg
ccgaccatca
cccggeaaaa
gatgcgctag
aacagcgatc

gatgcgagtg

ttacttctaa
aagaatgtga
ctgctgttce
aggaaaagac
ggtataaatg
ggaagcccga
ttacagatga
agcattttat
cagcattcca
cagtgtrtcct
gcgtattteg
attttgatga

ggaagtccac
gaaggcttce
agagaaccga
tcacgtttcg
ggctcgegat
tgcgecagag
gatggtcaga
ccgractcect
ggtattagaa
gcgecggttg
tctcgetcag
cgagcgtaat

14

acaaatcaag
actaaggcta
taacttcgta
aggccgcgat
aatgtcgggc
ttgtttctga
ctaaactggc
gatgatgcat
gaatatcctg
cattcgatte
gcgcaatcac

ggctggectyg

ggatgctgat
aatctatcga
tagcgttgee
gcetrettecg
tgcgatccce
tattgttgat
tccttttaac
tttggttgat
gaaagaaatg
ctcacttgat
agtcggaatc
trCctccitca

taaattgcag

atccgttaga
actctcaaca
taatgtatgc
taaattccaa
aatcaggtgce
aacatggcaa
tgacggaatt
ggttactcac
attcaggtga
ctgtttgtaa
gaatgaataa

ttgaacaagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



ctggaaagaa
tttctcact:
acgagtegga
gttttctcct
gaataaattg
tcgtataatg
taacccgtac
ctgggtgaac
gcatccagaa
Tcataggtcec
ggcacaacct
acccacgeat
ttggaaaaag
taataagtat
tcttaaattc
ttcgaataaa
accattgact
tattagaatt
cggttcttat
tttcttggct
tttggctaac
tggtggtact
cagagttttg
tcatgacttyg
tccagatcta
tccatacggt
gttgttaaga
gaagccagaa
atatattgat
gttaatgcca
cttgaagcaa
tccaactatt

ttcaaaaact

gggtagatgg

atgcataagc
gataacctta
atcgcagace
tcattacaga
cagtttcatt
tatgctatac
atgcccaaaa
agtttattcce
azaaaaagaa
attctcttag
caatggagtg
gtatctatct
ctgaaaaaaa
ataaagacgg
tacttttata
cacacataaa
tigccaccaa
gttgottcag
atgaagccaa
tctgctattg
aagttctctt
gctcceeggg
gaggttaaco
cataactatt
ggtagtggtt
gatcattgga
actggtatgg
gatcaaccat
ggtttgttct
aacccaggtyg
gctgttgaca
agacatatrt
gagccattgt
aacttttatg

ES 2560430 T3

ttttgccatt
tttttgacga
gataccagga
aacggctttt
tgatgctcga
gaagttatta
tagggggcgg
tggcatceac
tcecageace
cgcaactaca
atgcaaccty
cattttctta
aggttgaaac
taggtattga
gttagtcttt
caaacaaaat
agrtgtettt
agaacgttga
Gtcatactca
ttgctccaag
tcecattgtg
tttcaggttc
ttgaaggtgce
tggaggctaa
crgttttggy
tgatgcattc
gtgctttacc
ggtctaagat
ctcaatrctaa
gttatcaatc
ttattagacc
tattggatgc
ctgacgagga
gtgctrtigta

ctcaccggat
ggggaaatta
tcttgecate
tcaaaaatat
tgagttttitc
ggtcaaaaaa
gttacacaga
taaatataat
aaaatattgt
gagaacaggg
cctggagtaa
caccttctat
cagttcectg
ttgtaattct
trtitagttt
gagcyggecyc
gtcagacttce
ggttatttca
tgacccacat
aaacgttgct
gccaatttca
tgrtgttttg
ttattgtott
caacttgaga
taacgctgtt
tggtatggag
dagacccaaaa
tgctcatttg
catgggtatt
rratttgatt
attgagatta
tgctgttttg
gttggacaag
tggtccagaa

15

tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata
taacaaccct
ctagtctrtt
atatataaca
ggagcccact
tttcttcacc
gcacaaacag
atgatgacac
taccttctge
aaattattcc
gtaaatctat
taaaacacca
tcaaagactc
aacgagttca
tctaaggace
catgttatgy
gacgttcaat
attggtagaa
gacatgggta
gttgaaccag
gacaaattgt
Qgaaagaggtg
gttgttttgg
agaccagaga
ttcccatacy
gttactaaga
actrttaccaa
ggtatggctt
ggtgacaaga
attgctaage

ctcatggrga
ttgatgttgg
gcectcggtga
atcctgatat
taatataact
aattctgctg
tcgtaggtot
ttttaagctg
aaccatcagt
gcaaaaaacg
aaggcaattc
tctctctgat
cctacttgac
ttettaaact
agaacttagt
aagagttcag
ttcaagacat
aaattgttga
accaagacta
ctattgttgg
actctggtta
agaacatgaa
gtgttactta
ggttagacgt
tiggttatac
ctaacggtga
ctatgggttt
gttteggtece
ttggtatttg
aggatggtga
tgcaaaacgt
gatcatattc
aattgaactt

ccaattagaa gagttttgtg

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



10

ggagactatt
tactccagag
tgacgagtta
tgctaaggtt
agaggctggt
tgtttgtatt
gagaactttg
tttcatggac
cgaggttttg
ttggccatct
attgegactc
gtcacgctta
acaacctgaa
ttatttatat
aacaagaaac
aagtctacaa

agagatgaag

<210> 12
<211> 3833
<212> ADN
<213> artificial

<220>

aaagatgctt
aactctgtrt
aaatggattg
tctggtgaag
ttggacttca
gttttcaaca
attgatgact
caaattatgg
aagaacgctg
caatattctc
gagtaataaa
cattcacgcc
gtctaggtcc
trcaaattrt
caattartaa
atgaagagaa

tatcagctgce

<223> secuencia NAT1-CRE

<400> 12
ggatctgttt
aataccctecce
tacatttagc
acggcgegaa
ctcacagacg
gatttgccac
tctcacatcea
accgcaccag
ccgacaccgt
tggacccgec

gggaggacgg
cgggcttegt

agcttgecte
ttgacagtct
ccatacatcc
gcaaaaatta
cgttgaattg
tgaggttctt
catccgaaca
tgtcecggag
cttecgegte
cctgaccaag
cgaccecggac

ggtcgtctcg

ES 2560430 T3

tctctgctat
tgagagttag
actggttgcc
acgctatgat
ttggtacttt
agaaggactt
gtgctgectaa
agacttataa
ttgatccaaa
atgttacttg
caggecectt
ctccteecac
ctatttattt
rcrrrreeee
aggcrractt
atttagaaac

tgcag

gtcccegeeg
tgacgtgcge
ccatgtataa
cggetectcy
tccccacgec
ctttcatata
taaacaacca
gacgccgagg
accgccaceg
gtgttccecy
tcceggacgt
tactccgget

tccaggtgtt
agacaagact
aaacggtgct
gcaatatgct
tactgttggc
gattcaaaag
tggttggggt
ctggaacaac
cggtattatt
gaagctcgag
ttectttgte
atccgeteta
tttttaatag
ctgtacaaac
actgatagta
agattttttg

ggtcacccgg
agctcaggag
tcatttgcat
ctgcagacct
gcgeecctgt
cttcctttta
tgaccactct
ccatcgagoc
gggacggctt
acgacgaatc
tcgtegegta

ggaaccgccg

16

aagttctatt
atgcaaggta
catttgttct
gttactaaaa
atgcgtgaga
agaaaggttc
gagtatagaa
tcticattct
gctccaggta
catcatcatc
gatctcatgt
accgaaaagg
ttatgttagt
gcgacctgat
gatcaacgat

gcacaaaggc

ccagcgacat
catgatgtga
ccatacattt
gcgagcagyg
agagaaatat
aaatcttgct
tgacgacacg
actggatggg
caccctygeqg
ggacgacgaa
cggggacgac
gctgacegte

ttccagaaga
ttccaactta
tctctecaat
agagatgtca
tgcatcatat
aatggttgat
ctcatttggc
tgagattcaa
agtcaggtgt
atcatcatga
aattagtrat
aaggagttag
attaagaacg
acaagaactt
cagtataatt

aatgagactt

ggaggceccag
ctgtcgeecy
tgatggecgc
aaacgctecc
aaaaggttag
aggatacagt
gcttaccggt
tecttcacea
gaggtgccgg
tcggacgecg
ggcgacctgg
gaggacatcg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3745

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



aggtegecec
agttcgececy
cggcgatcca
acgacggcac
cagtactgac
tattgtagtt
catcatctgc
gtgaatgctg
aacgagctcg
tacc¢caactt
cgactggaaa
accccaggct
acaatttcac
ctaaagggaa
cctecgaagg
cagatgtgcc
ggttatgaag

daattaacaa

aatcagcgaa.

ccactttaac
aaagtatcaa
ccggattcta
accgtcgagg
atgtccaatt
gatgaggttc
acctggaaaa
cggaaatggt
cgcggtetgg
cggtccgagoc
cgaaaagaaa
gatttcgacc
ctggcatttc
agggttaaag
aaaacgctgg

ggagcaccgg
€gagcgggygc
cgcgtaccgg
cgcecteggac
aataaaaaga
gttctatttt
ccagatgcga
gtcgetatac
aattcactgo
aatcgecettg
gcgggcagtg
ttacacttta
acaggaaaca
caaaagctgg
aagactctcc
tcgegecgea
aggaaaaatt
ccataggatg
gcgatgattt
taatactttc
caaaaaattg
gaactagtgg
ggcagagecy
tactgaccgt
gcaagaacct
tgcttctgte
ttcccgecaga
cagtaaaaac
tgccacgacc
acgttgatgc
aggrtcgrec
tggggatigce
atatctcacg

ttagcaccgc

ES 2560430 T3

gggcacgggag
gcegggeacce
cggatggggt
ggcgagceagyg
ttcrtgtrtt
aatcaaatgt
agttaagtgce
tgctgtcgat
ccgtcgtttt
cagcacatcc
agcgcaacge
tgcttccggce
gctatgacca
agctctagta
tccgtgegtce
ctgctecgaa
ggcagtaacc
ataatgcgat
ttgatctatt
aacattttcg
ttaatatacc
atcccceggg
atcctgtaca
acaccaaaat
gatggacatg
cgtttgccygg
acctgaagat
tatccageaa
aagtgacagc
cggtgaacgt
actcatggaa
ttataacacc
tactgacagt
aggtgtagag

tcgggegegce
tctggctgga
tcaccctctg
cgctctacat
caagaacttg
tagcgtgatt
gcagaaagta
tcgatactaa
acaacgtcgt
cccttregec
aattaatgtg
tcctatgttg
tgattacgce
cggattagaa
ctcgtecttca
caataaagat
tggccccaca
tagtttrtta
aacagatata
gtttgtatta
tctatacttt
ctgcaggaat
ctttacttaa
ttgcctgeat
ttcagggatc
tcgtgggcgyg
gttcgegatt
catttgggee
aatgctgttt
gcaaaacagg
aatagcgatc
ctgttacgta
gggagaatgt
aaggcactta

17

gttgatgagg
ggtcaccaac
cggcctggac
gagcatgcce
tcatttgtat
tatatttttt
atatcatgcg
cgccgccatc
gactgggaaa
agctggcacg
agttacctca
tgtggaattg
aagcgcgcaa
gcegecgage
ccggtegegt
tctacaatac
aaccttcaaa
gccttattic
taaatgcaaa
ctrcttattc
aacgtcaagy
tcgatatcaa
aaccattatc
taccggtcga
gccaggegtt
catggtgcaa
atctictata
agctaaacat
cactggttat
ctctagegtt
gctgccagga
tagccgaaat
taatccatat

gcctggggat

ctcgegacag
gtcaacgceac
accgcecctgt
tgcccctaat
agrtttitta
ttcgcctcga
tcaatcgtat
cagtgtcgaa
accctggegt
acaggtttec
crcattagge
tgagcggata
ttaaccctca
gggtgacagc
tcctgaaacy
tagctittat
tgaacgaatc
tggggtaatt
aactgcataa
aaatgtaata
agaaaaaacc
gcttatcgat
tgagtgttaa
tgcaacgagt
ttctgageat
gttgaataac
tcttcaggey
gcttcatcgt
gcggeggatce
cgaacgcact
tatacgtaat
tgccaggate
tggcagaacg

aactaaactg

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



10

gtcgagcgat
cgggtcagaa
ctggaaggga
cagagatacc
cgcgetggag
gtcatgaact
gatggcgatt
atatgagaaa
ttcagtcgec
caatatcegt
ccaccgagga
tgggtaaggt
acgccctecee
ggtccctatt
ttttctrtte
tgagaaggtt
agtgagtcgt
cctggegtta

<210> 13
<211> 2715
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ggatttccgt
aaaatggtgt
tttttgaagc
tggcctggtc
tttcaatacc
atatccgtac
agccattaac
ggatttcaac
agccgtcatt
tgcgtttect
agaagcacgg
tggaattgtc
cccacatcecg
tattrtitta
trtetgtaca
ttgggacgct
attacgcgeg

cccaacttaa

<223> sistema de expresion

<400> 13

ES 2560430 T3

ctctggtgta
tgcegegeea
aactcatcga
tggacacagt
ggagatcatg
cctggatagt
gcgtaaatga
atcgacggaa
gtcactgtaa
gtcaaaagta
cgcggttttg
gacctcgagt
ctctaaccga
tagttatgtt
gacgcgtgta
cgaaggcttt
ctcactggec

tcgecettgea

gctgatgatc
tctgccacca
ttgatttacg
gceccgtgteg
caagctggtg
gaaacaggygg
ttgctataat
aatatgtagt
agctgagcga
tgcgtagtge
ctaaagtgat
catgtaatta
aaaggaagga
agtattaaga
cgcatgtaac
aatttgcggc
gtcgttttac

gcacatccec

18

cgaataacta
gccagetatc
gcgctaagga
gagccgcgeg
getggaccaa
caatggtgeg
tatttgatat
gctgtctgta
tagaatgcct
tgaacatttc
gtctgagttt
gttatgtcac
gttagacaac
acgttattta
attatactga
cggtacccaa
aacgtcgtga
ctttcgecag

cctgttttygc
aactcgcegec
tgactctggt
agatatggcc
tgtaaatatt
cctgctggaa
ttatggtgac
agcactaata
gatattgact
gtgatgaatg
ggcgaactct
gcttacattc
ctgaagtcta
tatttcaaat
aaacctrtgcet
ttcgecectat
ctgggaaaac

ctg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3833



gaattccagc
cgtttcaget
gacaacaaca
tcgtataatg
cccgeegagt
cgtgcgcagc
tgtataatca
ctcetegetg
ccacgecgeg
tcatatactt

acaaccatgg

tgtgcttcgg
tccaaaacag
cctgcttcat
tatgctatac
cacccggeca
tcaggggcat
tttgcatcca
cagacctgeg
cccctgtaga
ccttttaaaa

gtaaggaaaa

ES 2560430 T3

ttacttctaa
aagaatgtga
ctgctgttee
gaagttatta
gcgacatgga
gatgtgactg
tacattttga
agcagggaaa
gaaatataaa
tcttgctagg
gactcacgtt

ggaagtccac
gaaggcttcc
agagaaccgt
ggtctagaga
ggcccagaat
tcgeccgtac
tggccgcacg
cgctceccte
aggttaggat
atacagttct
tcgaggecge

19

acaaatcaag
actaaggcta
cgacaaccect
tctgtttage
acectccttyg
atttageccca
gcgcgaagea
acagacgcgt
ttgccactga
cacatcacat

gattaaattc

atccgttaga
actctcaaca
taatataact
ttgcctegtc
acagtcttga
tacatcccca
aaaattacgg
tgaattgtcc
ggttcttctt
ccgaacataa

caacatggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



gctgatttat
tatcgattgt
gttgccaatg
cttccgacca
atceccggea
gttgatgcgc
tttaacagceg
grtgatgega
gaaatgcata
cttgataacc
ggaatcgcag
cctrecattac
ttgcagtttc
ttgttttcaa
caaatgttag
taagtgcgcea
tgtcgattcg
cttcgtataa
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tcacgcacge
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat
gtttcgaata
gagtaataaa
cattcacgcee
gtctaggtec
ttcaaatttt
caattattaa
argaagagaa
tatcagetgc

atgggtataa
atgggaagcec
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggcagtgtt
atcgcgratt
gtgattttga
agcettttgec
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatgcet
gaacttgtca
cgtgatttat
gaaagtaata
atactaacgc
tgtatgctat
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctett
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta
aacacacata
caggccectt
ctcctcccac
ctatttattt
tetttttttt
aggcttactt

atttagaaac
tgcag

ES 2560430 T3

atgggctcge
cgatgcgeca
tgagatggtc
tatccgtact
ccaggtatta
cctgegecgg
tcgtctoget
tgacgagcgt
attctcaccg
cgaggggaaa
ggatcttgee
ttttcaaaaa
cgatgagttt
tttgtatagt
attttttttc
tcatgcgtca
cgecatecag
acgaagttat
aatagggagc
cctggeatcc
aatcccagea
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct
aacaaacaaa
ttcctttgte
atccgetcta
tttttaatag
ctgtacaaac
actgatagta
agattttttg

gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgcattcga
caggcgcaat
aatggctggc
gattcagtcg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttctaatcag
ttttttatat
gcctcgacat
atcgtatgtg
tgtcgaaaac
taggtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccrtct
accagttecee
gattgtaatt
tttttttagt
atgagcggcc
gatctcatgt
accgaaaagg
ttatgttagt
gcgacctgat
gatcaacgat

gcacaaaggc

20

ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattcagg
trectgtttg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgccteag
ataatcctga
tactgacaat
tgtagttgtt
catctgccca
aatgctggtc
gagctcaace
aactagtctt
gaatatataa
atggagcceg
gttttcttca
gggcacaaac
aaatgatgac
artaccttce
tgaaattatt
ctgtaaatct
tttaaaacac
gcggatccca
aattagttat
aaggagttag
attaagaacg
acaagaactt
cagtataatt
aatgagactt

tgcgacaatce
caaaggtagc
atttatgcct
caccactgcg
tgaaaatatt
taattgtect
taacggtttg
agtctggaaa
tgatttctca
tggacgagtc
tgagttttct
tatgaataaa
aaaaagattc
ctattttaat
gatgcgaagt
gctatactge
cttaatataa
ttaattctge
catcgtaggt
ctttttaage
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gerctctetg
cccctactty
atttcttaaa
caagaactta
attgcgactc
gtcacgetta
acaacctgaa
ttatttatat
aacaagaaac
aagtctacaa

agagatgaag

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1630
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700
2715



10

15

20

<210> 14
<211> 1225
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ES 2560430 T3

<223> secuencia sintética-sistema de expresion

<400> 14

gaattccagce
cgtttcagcet
gacaacaaca
cttaatataa
ttaattctge
catcgtaggt
ctttttaagc
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gctctctctg
ccectacttg
atttcttaaa
caagaactta
attgcgactc
gtcacgcrta
acaaccrgaa
ttatttatat
aacaagaaac
aagtctacaa

agagatgaag

<210> 15
<211> 1508
<212> ADN
<213> artificial

<220>

tgtgcttcgg
tccaaaacag
cctgctteat
cttcgtataa
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tcacccacgc
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat
gtttcgaata
gagtaataaa
cattcacgcce
gtctaggtcc
ttcaaatttt
caattattaa
atgaagagaa

tatcagctgce

ttacttctaa
aagaatgtga
ctgctgttcc
tgtatgctat
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctctt
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctacrttta
aacacacata
caggcccctt
ctccteccac
ctatttattt
tctrtrtete
aggcttactt
atttagaaac

tgcag

<223> inserto de seleccion-sistema de expresion

<400> 15

ggaagtccac
gaaggcttce
agagaaccgt
acgaagttat
aatagggggc
cctggecatec
datcccagea
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggratt
tagttagtct
ddCddacCdaa
ttccttrgte
atccgectcta
ttrttaatag
ctgtacaaac
actgatagta
agattttttg

21

acaaatcaag
actaaggcta
cgacgatatc
taggtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
CCaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttct
accagttccc
gattgtaatt
trrtttragt
atgagcggec
gatctcatgt
accgaaaagg
ttatgttagt
gcgaccetgat
gatcaacgat

gcacaaaggc

atccgttaga
actctcaaca
gagctcaacce
aactagtctt
gaatatataa
atggagcccg
gttttcttea
gggcacaaac
aaatgatgac
attacctect

tgaaattatt

ctgtaaatct

tttaaaacac
gcggatccea
aattagttat
aaggagttag
attaagaacg
acaagaactt
cagtataatt
aatgagactt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1225



ES 2560430 T3

gtcgacaacce cttraatataa cttcgtataa tgtatgctat acgaagttat taggtctaga 6

gatctgttta gcttgcctcg tceccgecygg gtcacccgge cagcgacatg gaggcccaga 12
ataccctcct tgacagtctt gacgtgcgea gotcagggge atgatgtgac tgtcgeecgt 180
acatttagcec catacatccc catgtataat catttgcate catacatttt garggecgea 240
cggcgcgaag caaaaattac ggetectcge tgcagacetg cgagcaggga aacgctccecc 300
tcacagacgc gttgaattgt ccccacgeccg cgcccctgta gagaaatata aaaggttagg 360
atttgccact gaggttctte tttcatatac ttccttttaa aatcttgcta ggatacagtt 420
ctcacatcac atccgaacat aaacaaccat gggtaaggaa aagactcacg tttcgaggcec 480
gcgattaaat tccaacatgg atgctgattt atatgggtat aaatgggctc gcgataatgt 540
cgggcaatca ggtgcgacaa tctatcgatt gtatgggaag cccgatgcgc cagagttgtt 600
tctgaaacat ggcaaaggta gcgttgccaa tgatgttaca gatgagatgg tcagactaaa 660
ctggctgacg gaatttatgc ctcttccgac catcaagcat tttatccgta ctoctgatga 720
tgcatggtta ctcaccactg cgatccccgg caaaacagca ttccaggtat tagaagaata 780
tcctgattca ggtgaaaata ttgttgatgc getggcagtg ttcctgcgee ggttgecattce 840
gattcctgtt tgtaattgtc cttttaacag cgatcgegta tttegtctcg ctcaggcegea 900
atcacgaatg aataacggtt tggttgatgc gagtgatttt gatgacgagc gtaatggctg 960
gectgttgaa caagtctgga aagaaatgca taagcttttg ccattctcac cggattcagt 1020
cgtcactcat ggtgatttct cacttgataa ccttatttitt gacgagggga aattaatagg 1080
ttgtattgat gttggacgag tcggaatcgc agaccgatac caggatcttg ccatcectatg 1140
gaactgcctc ggtgagtttt ctccttcatt acagaaacgg ctttttcaaa aatatggtat 1200
tgataatcct gatatgaata aattgcagtt tcatttgatg ctcgatgagt ttitctaatc 1260
agtactgaca ataaaaagat tcttgttttc aagaacttgt catttgtata gtttttttat 1320
attgtagttg ttctatttta atcaaatgtt agcgtgattt atattttttt tcgectcgac 1380
atcatctgcc cagatgcgaa gttaagtgcg cagaaagtaa tatcatgcgt caatcgtatg 1440
tgaatgctgg tcgctatact gctgtcgatt cgatactaac gecgccatcc agtgtcgaaa 1500
acgagctce 1508
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REIVINDICACIONES

1. Levadura que pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae transformada por el gen que codifica la vanillil
alcohol oxidasa que tiene como secuencia la secuencia SEC. ID. N.° 1 o cualquier secuencia idéntica en al menos el
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 % a la secuencia SEC. ID. N.° 1.

2. Levadura de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que el gen que codifica la vanillil alcohol oxidasa
esta contenido en un sistema de expresién, comprendiendo dicho sistema:

(1) medios para la integraciéon de dicho sistema en el genoma de dicha lavadura, que comprenden dos
secuencias nucleotidicas,

(2) medios para la seleccion de dicha levadura que tiene integrado dicho sistema, que comprenden un inserto de
seleccion que comprende dos secuencias LoxP que corresponden a la secuencia SEC. ID. N.° 3 que enmarca un
promotor, un marcador de seleccion del tipo gen de resistencia a los antibiéticos y un terminador,

(3) una casete de expresion del gen que codifica la vanillil alcohol oxidasa, que comprende un promotor que
permite la expresién de dicho gen, al menos un sitio de clonacién que permite la integracion del gen, y un
terminador.

3. Levadura de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por que las secuencias nucleotidicas de integracion
de dicho sistema de expresion en el genoma de la levadura son las secuencias TY1A que corresponde a la
secuencia SEC. ID. N.° 4 y TY1B que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.° 5 de Saccharomyces cerevisiae o
cualesquiera secuencias que son idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy
preferentemente el 90 %.

4. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 3, caracterizada por que el promotor que permite la
expresion de vanillil alcohol oxidasa es el promotor del gen TDH3 (SEC. ID. N.° 6) de Saccharomyces cerevisiae, y
el terminador asociado es el terminador del gen CYC1 que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.° 7 de
Saccharomyces cerevisiae 0 cualesquiera secuencias que sean idénticas a éstas en al menos el 70 %,
preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %.

5. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizada por que el promotor y el terminador
que permiten la expresion du marcador de seleccion son el promotor que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.° 8
y el terminador que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.° 9 del gen TEF1 de Ashbya gossypii o cualesquiera
secuencias que sean idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %.

6. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizada por que el marcador de seleccion es
un gen de resistencia a los antibidticos seleccionado entre el grupo que comprende los genes de resistencia a
geneticina, nourseotricina, fleomicina, zeocina o cualquier otro gen de resistencia a un antibiético dominante para el
que la levadura silvestre sea sensible y es preferentemente el gen de resistencia a geneticina que corresponde a la
secuencia SEC. ID. N.° 10 o cualquier secuencia que sea idéntica a ésta en al menos el 70 %, preferentemente el 80
%, muy preferentemente el 90 %.

7. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 6, en la que el sistema de expresion que contiene la
vanillil alcohol oxidasa tiene como secuencia la secuencia nucleotidica SEC. ID. N.° 11 o cualquier secuencia que
sea idéntica ésta en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %.

8. Procedimiento de produccion de alcohol coniferilico y/o de acido ferulico naturales, que comprende las siguientes
etapas:

a) clonacion de la secuencia nucleotidica del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa tal como ha definido en la
reivindicacion 1, en el sistema de expresion tal como se ha definido en una de las reivindicaciones 2 a 7,

b) transformacién de una levadura que pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae con el sistema de
expresion obtenido de este modo,

c) cultivo de la levadura en condiciones que permitan la expresion de la vanillil alcohol oxidasa,

d) puesta en contacto de la levadura con eugenol.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por que permite la produccién de acido ferulico.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, que comprende, después de la
etapa b) y antes de las etapas c) y d), las etapas b1), b2) y b3) siguientes:

b1) transformaciéon de la levadura con un vector de escision seleccionado entre los vectores multicopia,
preferentemente pFL44s, que comprenden la secuencia SEC. ID. N.° 12 o cualquier secuencia idéntica en al
menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.° 12,

b2) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresion de la enzima CRE,

b3) aislamiento de las levaduras que han perdido el marcador de seleccion.
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11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que las etapas b), b1), b2) y b3) se repiten tantas veces
como copias del sistema de expresion se deseen.

12. Procedimiento de produccion de vanillina que comprende las etapas a), b), c) y d) tal como se han descrito en
una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y una etapa posterior de conversion del acido ferulico y/o del alcohol

coniferilico producidos en la etapa d) en vanillina.

13. Procedimiento de produccién de vanillina de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la etapa de conversién
del acido ferulico y/o del alcohol coniferilico producidos en la etapa d) en vanillina se efectia en una levadura o por
via bioquimica o via enzimatica.
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