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DESCRIPCION
Xilosa-isomerasa procariética para la construccion de levaduras fermentadoras de xilosa

La presente invencion se refiere al uso de moléculas de acidos nucleicos que codifican una xilosa-isomerasa (XI)
bacteriana que procede preferiblemente de Clostridium phytofermentans, para la reaccién/metabolizacion, en este
caso, en particular, fermentacién, con microorganismos recombinantes de biomaterial con contenido en xilosa y, en
particular, a la producciéon de bioalcoholes, en este caso en particular bioetanol, mediante levaduras fermentadoras
de xilosa. La presente invencién se refiere, ademas, a células, en particular, células eucariéticas que estan
transformadas con una construccion de expresion de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI),
confiriendo la expresion de la construccion de expresion de acidos nucleicos a las células la capacidad de isomerizar
xilosa directamente en xilulosa. Estas células se utilizan preferiblemente para la reaccidon/metabolizaciéon, en este
caso, en particular, fermentacion, de biomaterial con contenido en xilosa y, en particular, para la produccion de
bioalcoholes, en este caso, en particular, bioetanol. La presente invencion se refiere, ademas, a procedimientos para
la produccion de bioetanol y a procedimientos para la produccidon de otros productos del metabolismo, que
comprenden el metabolismo de medios que contienen xilosa.

Antecedentes de la invencion

La levadura de la cerveza, del vino y del panadero Saccharomyces cerevisiae se utiliza ya desde hace siglos para la
fabricacién de pan, vino y cerveza en virtud de su propiedad de fermentar el azdcar en etanol y diéxido de carbono.
En biotecnologia, S. cerevisiae encuentra aplicacion, junto a la produccion de proteinas heterdlogas, ante todo en la
produccién de etanol para fines industriales. El etanol se utiliza en numerosas ramas de la industria como sustrato
de partida para sintesis. Debido a los yacimientos petroliferos cada vez mas escasos, los precios crecientes del
petréleo y la demanda mundial de gasolina constantemente creciente, el etanol adquiere cada vez mas importancia
como alternativa de combustible.

Con el fin de hacer posible una produccién de bioetanol rentable y eficiente se ofrece el uso de biomasa con
contenido en lignocelulosa tal como, p. €j., paja, residuos de la industria de la madera y agricola y la porcion
organica de la basura doméstica diaria, como sustrato de partida. Este es, por una parte, muy econémico y, por ofra,
esta presente en gran cantidad. Los tres mayores componentes de la lignocelulosa son lignina, celulosa y
hemicelulosa. La hemicelulosa, polimero que, después de la celulosa, se presenta con mayor frecuencia en segundo
lugar, es un heteropolimero fuertemente ramificado. Se compone de pentosas (L-arabinosa, D-xilosa), acidos
uronicos (acido 4-O-metil-D-glucurénico, acido D-galacturénico) y hexosas (D-manosa, D-galactosa, L-ramnosa, D-
glucosa) (véase la Figura 1). La hemicelulosa se puede hidrolizar ciertamente de manera mas sencilla que la
celulosa, pero posee las pentosas L-arabinosa y D-xilosa que no pueden ser normalmente transformadas por la
levadura S. cerevisiae.

Con el fin de poder aprovechar las pentosas para las fermentaciones, éstas deben acceder primeramente a la célula
a través de la membrana plasmatica. A pesar de que S. cerevisiae no esta en condiciones de metabolizar D-xilosa,
puede absorber a ésta en la célula. Sin embargo, S. cerevisiae no posee transportador especifico alguno. El
transporte tiene lugar con ayuda de los numerosos transportadores de hexosa. La afinidad de los transportadores
por D-xilosa es, sin embargo, claramente menor que por la D-glucosa (Kotter y Ciriacy, 1993). En levaduras que
pueden metabolizar D-xilosa tales como, p. e€j., P. stipitis, C. shehatae o P. tannophilus (Du Preez et al., 1986)
existen tanto transportadores poco afines inespecificos que transportan D-glucosa como simportadores de protones
muy afines especificos sélo para D-xilosa (Hahn-Hagerdal et al., 2001).

Procesamiento de D-xilosa

Diferentes bacterias, levaduras y hongos estan en condiciones de metabolizar xilosa. La metabolizacién de xilosa se
diferencia en el caso de procariotas y eucariotas principalmente en el tipo de isomerizacion de la xilosa para dar
xilulosa. En procariotas, la conversion de xilosa en xilulosa tiene lugar mediante la enzima xilosa-isomerasa (XI). En
eucariotas, la xilosa es isomerizada la mayoria de las veces en dos etapas. Primeramente, xilosa es reducida en
xilitol mediante la xilosa-reductasa (XR) dependiente de NAD(P)H y es convertida en xilulosa mediante la xilitol-
deshidrogenasa (XDH) dependiente de NAD. La subsiguiente reaccion de fosforilacion tiene lugar en procariotas y
eucariotas mediante la xiluloquinasa (XK).

El compuesto intermedio xilulosa-5-fosfato resultante es un compuesto intermedio de la via de la pentosa-fosfato. La
parte principal del xilulosa-5-fosfato accede en forma de fructosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato en la glucdlisis
y alli es hecho reaccionar adicionalmente para formar piruvato (Schaaff-Gerstenschlager y Miosga, 1997). Bajo
condiciones fermentativas, el azicar se continla degradando en etanol mediante la piruvato-descarboxilasa y
mediante la alcohol-deshidrogenasa. Bajo condiciones aerobias, el piruvato puede ser oxidado en el ciclo del citrato
a través de una serie de etapas de reaccién hasta formar diéxido de carbono.
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Procesamiento de D-xilosa en S. cerevisiae

En trabajos de Kotter y Ciriacy (1993) se construyd por primera vez una cepa de S. cerevisiae recombinante que
estaba en condiciones de metabolizar D-xilosa. Para ello, los genes de la levadura Pichia stipitis codificadores de D-
xilosa-reductasa (XYL1) y xilitol deshidrogenasa (XYL2) fueron expresados de forma heterdloga en la levadura S.
cerevisiae. En trabajos posteriores se sobre-expres6 adicionalmente la xiluloquinasa (XKS7) enddgena, lo cual
mejoro la absorcion de D-xilosa en la célula, asi como su conversiéon en etanol (Ho et al., 1998; Eliasson et al.,
2000). A pesar de las mejoras alcanzadas, el producto secundario principal de la conversion de xilosa era, bajo las
condiciones limitantes de oxigeno, xilitol. A éste se le asocia un desequilibrio en el equilibrio redox, el cual es
provocado debido a que la reaccion que discurre primero en la via metabodlica aprovecha preferiblemente NADPH,
pero la segunda reaccion produce casi exclusivamente NADH (Hahn-Hagerdal et al., 2001). Bajo condiciones
aerobias, el NADH formado por la xilitol-deshidrogenasa puede ser regenerado a través de la cadena respiratoria
para formar NAD. Bajo condiciones anaerobias, el NAD no puede ser regenerado y se produce una acumulacion de
NADH en la célula. Sin el co-factor NAD, la xilitol-deshidrogenasa no puede continuar convirtiendo xilitol en xilulosa.

A pesar de que la xilosa-reductasa utilizada en el trabajo mencionado procede de P. stipitis, que esta en condiciones
de aprovechar junto a NADPH también NADH como co-factor (Metzger y Hollenberg, 1995), se produce, bajo
condiciones estrictamente anaerobias, el agotamiento de la fermentacion de xilosa.

Una solucién del problema consistia en introducir una via metabdlica redox neutra en S. cerevisiae. En procariotas,
la conversion de xilosa en xilulosa tiene lugar a través de la enzima xilosa-isomerasa (XI). Para una conversion
completa de la D-xilosa deberia expresarse en S. cerevisiae adicionalmente sélo el gen X/, dado que esta presente
una xiluloquinasa enddégena. A pesar de que se pudo determinar en algunos hongos una xilosa-isomerasa
(Tomoyeda y Horitsu, 1964; Vongsuvanglert y Tani, 1988; Banerjee et al., 1994; Rawat et al., 1996), en eucariotas
so6lo se habia demostrado la degradacion de xilosa a través de las enzimas xilosa-reductasa y xilitol-deshidrogenasa.
Fracasaron muchos esfuerzos para expresar de manera heteréloga una xilosa-isomerasa de diferentes organismos
en levaduras (Gardonyi y Hahn-Hagerdal, 1993). La mayor parte de las veces, las enzimas no eran funcionales en
levaduras o no se sintetizaron para formar proteinas (Sarthy et al., 1987; Amore et al., 1989; Moes et al., 1996). Con
una elevada actividad so6lo pudo expresarse en levaduras la xilosa-isomerasa procedente del hongo obligadamente
anaerobio Piromyces sp. E2 (Kyper et al., 2003). En el caso de una sobre-expresion heterdloga de esta xilosa-
isomerasa eucariética (Harhangi et al., 2003), S. cerevisiae estaba en condiciones de desarrollarse sobre xilosa y de
metabolizarla también bajo condiciones anaerobias (Kuyper et al., 2003). Ensayos adicionales demostraron, no
obstante, que la enzima es fuertemente inhibida por parte de xilitol, un producto de la conversion de xilosa. El xilitol
se forma de manera no especifica en levaduras a partir de xilosa mediante aldosa-reductasas.

Los documentos (“WO 03/062430” (D1); “Antoniuus J A Van Maris et al., Kluwer Academic Publishers, DO, tomo 90,
N° 4, 11, octubre de 2006, paginas 391-418” (D2), “Kuyper M et al., Fems Yeast Research, Elsevier Science, Tokio,
NL, tomo 4, N° 6, 1 de marzo de 2004, paginas 655-664" (D4); “Walfridsson M. et al., Applied and Environmental
Microbiology, American Society For Microbiology, US, tomo 62, N° 12, 1 de diciembre de 1996, paginas 4648-4651"
(D5); “Wiedemann Beate et al., Applied and Environmental Microbiology, American Society for Microbiology, US,
tomo 74, N° 7, 1 de abril del 2008, paginas 2043-2050" (D7)) describen todos la transformacion de células de
levadura con ADN que codifica la enzima xilosa-isomerasa de diferentes organismos (D1 y D4: de Piromyces sp, D5
de Thermus thermophilus, D2 es un articulo de revisién que describe el empleo de la enzima de diferentes
organismos) y el uso de estos transformantes para la produccion de, p. €j., bioetanol.

El documento US 6.475.768 describe el uso de una xilosa-isomerasa terméfila procariética de Thermus thermophilus
o bien variantes de ésta para la metabolizaciéon de xilosa por parte de levaduras. El éptimo de temperatura de esta
enzima o bien de las variantes se encuentra en una temperatura (> 70°C) que es claramente superior a la
temperatura a la que se desarrolla y metaboliza la levadura (28-35°C), a temperaturas por encima de 40°C la
levadura es, sin embargo, inactiva o bien muere. A temperaturas en torno a 30°C, la xilosa-isomerasa de Thermus
thermophilus o bien las variantes son, sin embargo, casi inactivas. Por lo tanto, tampoco esta enzima o bien su
variante de la levadura permite una metabolizacién eficaz de xilosa.

Existe, por lo tanto, necesidad en el estado conocido de la técnica de pentosa-isomerasas, en particular xilosa-
isomerasas que posibiliten una conversidon de pentosa, en particular una conversion de xilosa mejorada y mas
eficaz.

Por lo tanto, misién de la presente invencion es proporcionar pentosa-isomerasas, en particular xilosa-isomerasas
mejoradas para su uso en la conversion de xilosa que puedan utilizarse particularmente para las cepas de levadura
industriales.

Construcciones de xilosa-isomerasa (Xl) y su uso
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El problema se resuelve, conforme a la invencién, mediante la habilitacién de una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI) procariética para

- la transformacion de una célula, preferiblemente para la expresion
recombinante y para la preparacion de la xilosa-isomerasa,

- la conversion de xilosa en xilulosa por parte de la célula y/o
- la formacién de productos consecutivos de reaccion a partir de xilosa por parte de la célula.
En particular, para los siguientes usos:

- la transformacién de una célula, preferiblemente para la expresion/preparaciéon recombinante
de la xilosa-isomerasa procariética,

- la conversion/metabolizacion, en este caso en particular fermentacion, de biomaterial con
contenido en xilosa,

- la preparacion de compuestos quimicos de origen bioldgico,
- la preparacion de biobutanol,
- la preparacion de bioetanol.

Por “productos consecutivos de reaccion” se han de entender los compuestos que la célula produce adicionalmente
a partir de la xilosa convertida en xilulosa tales como, por ejemplo, compuestos quimicos de origen biolégico y
bioalcoholes.

Por “Compuestos quimicos de origen bioldgico” se han de entender compuestos quimicos y sustancias que se
obtienen a partir de materiales biolégicos y materias primas (biomasa), en particular utilizando microorganismos.

En el caso de los compuestos de origen biolégico puede tratarse de un compuesto que se elige pero no se limita a:
acido lactico, acido acético, acido succinico, acido malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanol, otros alcoholes,
aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama o una cefalosporina, alcanos, terpenos,
isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno del principio activo anti-malaria artemisinina.

Los términos “conversion” y “metabolizacion” se utilizan de manera sinénima y significan la metabolizacion de una
sustancia o bien conversion de una sustancia en el metabolismo, en este caso: la conversion de xilosa, en particular
la conversion de xilosa en xilulosa por parte de una célula que fue transformada con un acido nucleico de acuerdo
con la invencion. Una conversién/metabolizacion preferida es la fermentacion.

En el caso de las moléculas de acido nucleico se trata de moléculas de acido nucleico recombinantes. Ademas de
ello, moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién comprenden ADNds, ADNss, APN, ACN, ARN o
ARNmM, o combinaciones de los mismos.

De acuerdo con una forma de realizacion, la presente invencion se refiere al uso de una molécula de acido nucleico
segun una de las reivindicaciones 1 a 5.

La xilosa-isomerasa (XI) procariética de acuerdo con la invencién procede de Clostridium phytofermentans.

En esta invencién se ha conseguido, con un sistema de ensayo, expresar una xilosa-isomerasa procariotica
altamente funcional de Clostridium phytofermentans en la levadura S. cerevisiae. Se pudo demostrar que las
levaduras recombinantes de xilosa-isomerasa encontradas posibilitan una metabolizacién eficiente de xilosa.

La xilosa-isomerasa (XI) procariética de acuerdo con la invencidon puede expresarse en células, en particular en
células eucaridticas en una forma activa. Ademas, la xilosa-isomerasa (XI) procariotica de acuerdo con la invencion
es menos sensible frente a una inhibicién por parte de xilitol que la xilosa-isomerasa eucariética conocida del estado
de la técnica procedente de un hongo anaerobio.

Si la secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién, que codifica xilosa-isomerasa (XI) procariotica, es
expresada en una célula, entonces se confiere a la célula la capacidad de transformar xilosa en xilulosa que luego
puede continuar siendo metabolizada. Con ello, la célula esta en condiciones de crecer sobre xilosa como fuente de
carbono.
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Preferiblemente la xilosa-isomerasa (XI) procariética de acuerdo con la invencion comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 95% idéntica y todavia mas preferiblemente un 99% idéntica o idéntica con la
secuencia de aminodacidos segun la SEQ ID NO. 1.

La secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI) procariética comprende preferiblemente
una secuencia de acidos nucleicos que es al menos un 95% idéntica y todavia mas preferiblemente un 99% idéntica
o idéntica con la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO. 2.

Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién comprenden preferiblemente secuencias de acidos
nucleicos que son idénticas a la secuencia de acidos nucleicos que se presentan de forma natural o estan
optimizadas en codones para un uso en una célula huésped.

Cada uno de los aminoacidos es codificado en el plano del gen por codén. Sin embargo, existen varios codones
diferentes que codifican un Unico aminoacido. El cédigo genético es, por consiguiente, degenerado. La eleccion
preferida del codén para un aminoacido correspondiente es diferente de un organismo a otro. Asi, en el caso de
genes expresados de forma heteréloga pueden aparecer problemas cuando el organismo huésped o bien la célula
huésped presente un uso de codéon muy diferente. EI gen no puede ser expresado en absoluto o sélo puede hacerse
lentamente. Incluso en genes de diferentes vias metabdlicas dentro de un organismo se puede comprobar un uso
diferente del coddn. De los genes de la glucdlisis de S. cerevisiae es conocido que son fuertemente expresados.
Presentan un uso del codén fuertemente restrictivo. Se ha de partir del hecho de que mediante la adaptacion del uso
del codon del gen xilosa-isomerasa bacteriano al uso del codon de los genes de la glucdlisis de S. cerevisiae se
produce una mejora de la conversion de xilosa en levaduras.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI)
procariética comprende una secuencia de acidos nucleicos que esta optimizada en el codén para el uso en una
célula huésped.

La optimizacion en el codon consiste esencialmente de manera preferida en una adaptacion del uso del codén al uso
del codon del organismo huésped/células huésped tal como levaduras. Preferiblemente, el uso del codén del gen
xilosa-isomerasa bacteriano estd adaptado al uso del codon de los genes de la glucdlisis de S. cerevisiae. Para
detalles adicionales, véanse también el Ejemplo 2 y la Tabla 1.

La secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI) procariética comprende preferiblemente
una secuencia de acidos nucleicos que es al menos un 95% idéntica y todavia mas preferiblemente un 99% idéntica
o idéntica con la secuencia de acidos nucleicos segun la SEQ ID NO. 3.

Preferiblemente, la molécula de acidos nucleicos utilizada de acuerdo con la invencién es una construccion de
expresion de acidos nucleicos.

Construcciones de expresion de acidos nucleicos de acuerdo con la invencidon son, por ejemplo, casetes de
expresion que comprenden una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién, o vectores de expresion
que comprenden una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién o una casete de expresion.

Preferiblemente, una construccion de expresion de acidos nucleicos comprende secuencias de promotor vy
terminador, estando el promotor operativamente unido con la secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-
isomerasa (XI) procariética.

Secuencias de promotor preferidas se eligen de HXT7, HXT7 acortado, PFK1, FBA1, PGK1, ADH1 y TDH3.
Secuencias de terminador preferidas se eligen de CYC1, FBA1, PGK1, PFK1, ADH1 y TDH3.

La construccion de expresion de acidos nucleicos puede comprender, ademas, secuencias de reconocimiento 5’ y/o
3’ y/o marcadores de seleccion.

Preferiblemente, el marcador de seleccidon se elige de un gen marcador LEU2, un gen marcador URA3 o un gen
marcador de resistencia a antibioticos dominante. Un gen marcador de resistencia a antibiéticos dominante preferido
se elige de genes que confieren resistencias frentes a geneticina, higromicina y nourseotricina.

Un vector de expresion puede elegirse del grupo pRS303X, p3RS305X, p3RS306X, pRS41H, pRS41K, pRS41N,
pRS42H, pRS42K, pRS42N o p423HXT7-6HIS, p424HXT7-6HIS, p425HXT7-6HIS, p426HXT7-6HIS.

Preferiblemente, la célula a transformar es un microorganismo eucariético, preferiblemente una célula de levadura o
una célula de un hongo hifomiceto.
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La célula de levadura es preferiblemente un miembro de un gen elegido del grupo de Saccharomyces,
Kuyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula y
Yarrowia.

La célula de levadura es, mas preferiblemente, un miembro de una especie elegida del grupo de S. cerevisiae, S.
bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus. K. lactis, K. marxianus y K. fragilis.

La célula del hongo hifomiceto es preferiblemente un miembro de un gen elegido del grupo de Aspergillus,
Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium 'y Penicillium.

Células fermentadoras de xilosa

El problema se resuelve, de acuerdo con la invenciéon, mediante la habilitacion de células segun una de las
reivindicaciones 6 a 9 que estan transformadas con una construccion de expresién de acidos nucleicos que codifica
una xilosa-isomerasa (XI) procariotica.

Una célula de acuerdo con la invencion es preferiblemente una célula eucariotica.

Una célula de acuerdo con la invencién, en particular una célula eucariética, esta transformada con una construccion
de expresién de acidos nucleicos, que comprende:

(a) una secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI) procariética,
(b) un promotor unido de forma operativa con la secuencia de acidos nucleicos que
posibilita la expresion de la xilosa-isomerasa (XI) procariotica en la célula.

En este caso, la expresion de la construccion de expresion de acidos nucleicos confiere a la célula la capacidad de
isomerizar xilosa directamente en xilulosa.

Tal como se ha comentado arriba, la xilosa-isomerasa (XI) procariética de acuerdo con la invencion puede ser
expresada en células, en particular células eucarioticas, en una forma activa, de modo que las células pueden, por
consiguiente, isomerizar xilosa directamente en xilulosa (véase también la Figura 2).

Ademas, las xilosa-isomerasas (XI) procariéticas de acuerdo con la invencién son menos sensibles frente a una
inhibiciéon por parte de xilitol que las xilosa-isomerasas eucariéticas conocidas del estado de la técnica procedentes
de un hongo anaerobio.

Los autores de la invencién han introducido en S. cerevisiae una via metabdlica redox neutra, en la que la
conversion de xilosa en xilulosa tiene lugar mediante una xilosa-isomerasa (XI) (Fig. 2).

Cuando la secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencion, que codifica la xilosa-isomerasa (XI)
procaridtica, es expresada en una célula, entonces se confiere a la célula la capacidad de transformar xilosa en
xilulosa, la cual puede luego continuar siendo metabolizada. Con ello, la célula esta en condiciones de crecer sobre
xilosa como fuente de carbono.

La xilosa-isomerasa (XI) procariética de acuerdo con la invencidon procede preferiblemente de Clostridium
phytofermentans. Preferiblemente, la xilosa-isomerasa (XI) de acuerdo con la invencion comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos un 70% idéntica, preferiblemente al menos un 80% idéntica, mas preferiblemente
al menos un 90% idéntica, todavia mas preferiblemente al menos un 95% idéntica y ain mas preferiblemente un
99% idéntica o idéntica con la secuencia de aminoacidos segun SEQ ID NO. 1.

El promotor (b) se elige preferiblemente de HXT7, HXT7 acortado, PFK1, FBA1, PGK1, ADH1 y TDH3.

En una forma de realizacién preferida, la construccidon de expresiéon de acidos nucleicos, con la que esta
transformada una célula de acuerdo con la invencion, es una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
invencion tal como se define en esta memoria arriba.

Preferiblemente, la célula de acuerdo con la invencién es un microorganismo eucariotico, preferiblemente una célula
de levadura o una célula de un hongo hifomiceto.

Una célula de levadura de acuerdo con la invencion es preferiblemente un miembro del género elegido del grupo de
Saccharomyces, Kuyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces,
Arxula'y Yarrowia.
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Una célula de levadura de acuerdo con la invencion es, mas preferiblemente, un miembro de una especie elegida
del grupo de S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus. K. lactis, K. marxianus y K.
fragilis.

Una célula de levadura de acuerdo con la invencién es mas preferiblemente la cepa Ethanol Red™ o Lallemand 1.

Una célula de un hongo hifomiceto de acuerdo con la invencion es preferiblemente un miembro de un gen elegido
del grupo de Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium 'y Penicillium.

Preferiblemente, la célula de acuerdo con la invencion es una célula mantenida en cultivo celular o bien una célula
cultivada.

Las células de acuerdo con la invencién estan transformadas de forma transitoria o estable con la construccién de
expresion de acidos nucleicos o con la molécula de acidos nucleicos tal como se define en esta memoria.

En una forma de realizacién, una célula de acuerdo con la invencién expresa ademas, una o varias enzimas que
confieren a la célula la capacidad de producir uno o varios de otros productos de la metabolizacion.

Un producto de la metabolizacion adicional de este tipo se elige en este caso preferiblemente de, pero no se limita al
grupo de compuestos quimicos de origen bioldgico tales como acido lactico, acido acético, acido succinico, acido
malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanol, otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un
antibiético de -lactama o una cefalosporina, alcanos, terpenos, isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno
del principio activo anti-malaria artemisinina.

El problema se resuelve, de acuerdo con la invencién, mediante el uso de las células de acuerdo con la invencion
segun la reivindicacion 10 para la reaccién/metabolizacion, en este caso, fermentacion, de biomaterial con contenido
en xilosa y/o la preparacion de bioetanol.

El problema se resuelve de acuerdo con la invencion mediante el uso de las células de acuerdo con la invencion
correspondientes segun la reivindicacion 11 para la reaccién/metabolizacién, en este caso, en particular la
fermentacion, de biomaterial con contenido en xilosa y/o para la produccion de un producto de la metabolizacion.

El producto de la metabolizacion se elige preferiblemente del grupo de compuestos quimicos de origen bioldgico
(pero no esta limitado a este grupo de compuestos quimicos de origen biolégicos) tales como acido lactico, acido
acético, acido succinico, acido malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanol, otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, un antibidtico de B-lactama o una cefalosporina, alcanos, terpenos, isoprenoides o la
molécula precursora amorfadieno del principio activo anti-malaria artemisinina.

El problema se resuelve, de acuerdo con la invencién, mediante la habilitacion de un procedimiento para la
produccion de bioetanol segun una de las reivindicaciones 12 a 14.

El procedimiento de acuerdo con la invencion comprende las siguientes etapas:

(a) reaccion de un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula de acuerdo con la invencion que
convierte xilosa en etanol,

(b) opcionalmente, obtencion del bioetanol.
El bioetanol se obtiene, por ejemplo, mediante aislamiento.
El medio puede contener también otra fuente de carbono adicional, en este caso, en particular, glucosa.

Preferiblemente, la produccion de bioetanol tiene lugar con una tasa de al menos 0,03 g de etanol por g en peso en
seco de levadura y hora.

Preferiblemente, el rendimiento en etanol es de al menos 0,3 g de etanol por g de xilosa.

El problema se resuelve de acuerdo con la invencién mediante la habilitacion de un procedimiento para la
produccion de un producto de metabolizacion segun la reivindicacion 15.

Un producto de metabolizaciéon adicional de este tipo se elige en este caso preferiblemente de, pero no se limita al
grupo de compuestos quimicos de origen bioldgico tales como acido lactico, acido acético, acido succinico, acido
malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanol, otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un
antibiético de B-lactama o una cefalosporina, alcanos, terpenos, isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno
del principio activo anti-malaria artemisinina.
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El procedimiento de acuerdo con la invencion comprende las siguientes etapas:

(a) reaccion/metabolizacion, en particular fermentacion, de un medio que contiene una fuente de xilosa, con
una correspondiente célula de acuerdo con la invencién que convierte xilosa con el fin de producir el producto de
metabolizacion,

(b) opcionalmente, obtencién del producto de metabolizacion.
El producto de metabolizacién se obtiene, por ejemplo, mediante aislamiento.
El medio puede contener también otra fuente de carbono adicional, en este caso, en particular, glucosa.

Los autores de la invencién han conseguido introducir en S. cerevisiae una via de metabolismo redox neutra, en la
que la conversion de xilosa en xilulosa tiene lugar mediante una xilosa-isomerasa (XI) (Fig. 2).

En esta invencion se ha conseguido con un sistema de ensayo expresar en la levadura S. cerevisiae una xilosa-
isomerasa procariética muy funcional de Clostridium phytofermentans. Se pudo demostrar que la xilosa-isomerasa
encontrada posibilita a las levaduras recombinantes una metabolizacion eficiente de xilosa.

Ademas, durante el hallazgo de una xilosa-isomerasa funcional se pudo superar una pluralidad de trabas y
dificultades experimentales:

- Para la construccion de la cepa de ensayo MKY09 hubo de sobre-expresar 5 genes.
- La eleccion de las xilosa-isomerasas a ensayar no era trivial.

- Todas las xilosa-isomerasas bacterianas hasta ahora sometidas a ensayo no mostraron en levaduras ninguna
hasta una muy baja actividad.

- Elevada complejidad en el cultivo de los organismos a ensayar que se requirieron para el rastreo.

- En el caso de la xilosa-isomerasa de acuerdo con la invencion se trata de la primera xilosa-isomerasa procariética
altamente activa descrita en levaduras.

- En el caso de la xilosa-isomerasa de acuerdo con la invencién se trata de la primera xilosa-isomerasa del racimo Il
(de tres racimos) de xilosa-isomerasas (véase la Figura 3) que podia ser expresada funcionalmente en levaduras.

- La xilosa isomerasa de acuerdo con la invencion es inhibida solo ligeramente por parte de xilitol.

Sobre las dificultades en relacién con la expresion funcional de xilosa-isomerasas en levaduras existen algunos
informes (Gardonyi y Hahn-Hagerdahl, 2003; asi como las fuentes citadas en ellos).

Los autores de la invencidon han conseguido, por vez primera, expresar una xilosa-isomerasa procariética en forma
funcional en levaduras, de modo que a éstas se las capacita para metabolizar xilosa bajo condiciones fisiologicas y
en cantidades significativas y transformarla en productos (p. €j., etanol). Tal como se describe en el estado de la
técnica, esto no trivial. Para ello, se llevaron a cabo numerosos ensayos, y todos ellos fueron hasta ahora
infructuosos (véase Sarthy et al., 1987; Amore et al., 1989; Moes et al., 1996, documento US 6.475.768). Los
autores de la invencion han conseguido ahora demostrar que precisamente la xilosa-isomerasa de C.
phytofermentans, a diferencia de todas las enzimas procariéticas hasta ahora conocidas, confiere la capacidad a la
levadura de metabolizar xilosa bajo condiciones fisiolégicas y en cantidades significativas y preparar a partir de ello
productos.

Ejemplos de hidrolizados lignoceluldsicos con una proporcion significativa de xilano (Hayn et al., 1993):

Hierba: 16%
Salvado de trigo: 19%
Residuos del maiz: 19%

La presente invencion se explica adicionalmente en las siguientes figuras, secuencias y Ejemplos, sin que, sin
embargo, se limite a los mismos. Las referencias citadas estan recogidas con ello por completo como referencia. En
las secuencias y figuras, muestran:

SEQ ID NO: 1 la secuencia de proteinas del ORF (marco de lectura abierto) de xilosa-isomerasa de C.
phytofermentans,
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(véase también Genbank N°s de acceso ABX41597 y CP000885 (del 19 de noviembre de 2007)),

SEQ ID NO: 2 la secuencia de acidos nucleicos del marco de lectura abierto (ORF) de la xilosa-isomerasa de C.
phytofermentans,

(véase también Genbank N° de acceso CP000885 (del 19 de noviembre del 2007)),

SEQ ID NO: 3 la secuencia de acidos nucleicos del marco de lectura abierto (ORF) de la xilosa-isomerasa de C.
phytofermentans en una forma optimizada en codones.

Figura 1. Composicion de la biomasa

La biomasa se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa que se presenta en segundo lugar con
mayor frecuencia es un polimero fuertemente ramificado consistente en pentosas, acidos uronicos y hexosas. La
hemicelulosa se compone en una gran parte de las pentosas xilosa y arabinosa.

Figura 2. Esquema para la conversién de D-xilosa en S. cerevisiae recombinante a través de isomerizacion directa
Figura 3. Arbol genealdgico de las distintas xilosa-isomerasas

Se muestra el arbol genealdgico de las xilosa-isomerasas sometidas a ensayo. Comparaciones en cuanto a la
similitud de las xilosa-isomerasas se llevaron a cabo con el programa “MEGA version 4”.

Figura 4. Vectores utilizados

El plasmido de partida para la construccion de p426H7-XI-Clos (B) o bien p426H7-opt.XI-Clos (C) era el plasmido
p426HXT7-6HIS (A). En el caso del vector p426HXT7-6HIS se trata de un plasmido de expresion de 2 y que posee
un marcador URA3. El marco de lectura abierto (ORF) o bien su forma optimizada en codones de la xilosa-
isomerasa de acuerdo con la invencion de C. phytofermentans se cloné detras del promotor HXT7 fuertemente
acortado y el terminador CYC1 del plasmido p426HXT7-6HIS.

Figura 5. Comportamiento de crecimiento en medio con contenido en xilosa utilizando los diferentes genes de
xilosa-isomerasa

Ensayos de crecimiento de cepas de S. cerevisiae recombinantes que contienen el metabolismo de D-xilosa
bacteriano con la xilosa-isomerasa de C. phytofermentans. Los ensayos de crecimiento se llevaron a cabo en placas
de agar con medio SC y con xilosa al 2% como unica fuente de carbono. Se sometié a ensayo la forma nativa (B) y
la forma optimizada en codones (C) de la xilosa-isomerasa de C. phytofermentans. Como control negativo servia el
vector vacio p426HXT7-6HIS (A).

Figura 6. Conversién de xilosa en cepas de levadura recombinantes utilizando una xilosa-isomerasa bacteriana

Se sometié a ensayo la conversion de xilosa de células de levadura recombinantes MKY09, que contenian la forma
nativa y la forma optimizada en codones de la xilosa-isomerasa de C. phytofermentans. Como comparacion servia el
vector p426HXT7-6HIS vacio. Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo en medio SC liquido con xilosa al 1,4%
bajo condiciones aerobias. Muestras de HPLC se tomaron paralelamente a la medicion de la densidad 6ptica a 600
nm. Véase también la Tabla 2, Ejemplo 3.

Figura 7. Cinéticas enzimaticas

Diagrama de Eadie-Hofstee de la conversion de xilosa de las xilosa-isomerasas nativas y optimizadas en codones
de C. phytofermentans.

La cepa CEN.PK2-1C transformada con el plasmido p426H7-XI-Clos o bien p426H7-opt.XI-Clos se cultivd durante
una noche en medio completo sintético con glucosa al 2% sin uracilo. Se prepararon extractos brutos y se llevaron a
cabo ensayos enzimaticos cuantitativos. Se muestra un resultado representativo. Los valores indicados en la Tabla 3
son valores medios de al menos tres mediciones independientes.

Ejemplos
Métodos
1. Cepas y medios

- Bacterias
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- E. coli SURE (Stratagene)
- E.coli DH5a (Stratagene)
- Bacillus licheniformis (37°C)
- Agrobacterium tumefaciens (26°C)
- Burkholderia xenovorans (28°C)
- Clostridium phytofermentans (30°C, anaerobio)
- Lactobacillus pentosus (30°C)
- Leifsonia xyli (28°C)
- Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (28°C)
- Robiginitalea biformata (30°C)
- Saccharophagus degradans (26°C)
- Salmonella typhimurium LT2 (28°C)
- Staphylococcus xylosus (37°C)
- Streptomyces diastaticus (28°C)
- Xanthomonas campestris (26°C)
otros organismos
- Arabidopsis thaliana (ADN genoémico)
Medios y cultivo de E. coli
Medio completo LB:
1% de triptona, 0,5% de extracto de levaduras, 0,5% de NaCl, pH 7,5 (véase Maniatis, 1982).

Para la seleccién a una resistencia a antibidticos codificada por plasmidos se afiadieron al medio, después de
someterlo a autoclave, 40 pg/ml de ampicilina. Medios nutricios solidos recibieron adicionalmente agar al 2%. El
cultivo tuvo lugar a 37°C.

Medios y cultivo de otras bacterias

Para la composicion de los medios y de las condiciones de cultivo, véanse los datos de DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemania).

- Levaduras

Cepa CEN, PK2-1C

CEN.PK2-1C (MATa leu2-3, 112 ura-3-52 trpl-289 his3-A1TMAL2-8c SUC2)

Cepa MKY09

MKY09 se basa en la cepa CEN.PK2-1 C (MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-ATMAL2-8c SUC2,
PromTKL1::loxP-Prom-vkHXT7, PromRPE1::loxP-Prom-vkHXT7, PromRKI1::loxP-Prom-vkHXT7, PromGAL2Z2::loxP-
Prom-vkHXT7, PromXKS1::loxP-Prom-vkHXT7), contiene otras mutaciones desconocidas.

Medios y cultivo de levaduras
Medio selectivo completo sintético SC
base nitrogenada de levaduras al 0,67% sin aminoacidos, pH 6,3, disolucion de

aminoacidos/nucleobase, fuente de carbono en la concentracion indicada en cada caso

10
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Medio selectivo minimo sintético SM:

base nitrogenada de levaduras al 0,16% sin aminoacidos y sulfato de amonio, sulfato de amonio al 0,5%,
dihidrégeno-fosfato de potasio 20 mM, pH 6,3, fuente de carbono en la concentracién indicada en cada
caso

Concentracion de los aminoacidos y nucleobases en el medio completo sintético (segun Zimmermann, 1975):
adenina (0,08 mM), arginina (0,22 mM), histidina (0,25 mM), isoleucina (0,44 mM), leucina (0,44 mM), lisina (0,35
mM), metionina (0,26 mM), fenilalanina (0,29 mM), triptéfano (0,19 mM), treonina (0,48 mM), tirosina (0,34 mM),
uracilo (0,44 mM), valina (0,49 mM). Como fuente de carbono se emplearon L-arabinosa y D-glucosa.

2. Plasmidos

Plasmidos utilizados

Plasmido Fuente/Referencia Descripcion

p426HXT7-6HIS Hamacher et al., 2002 Plasmido de expresion de 2 u para la sobre-expresion de
genes y para la preparacion de un epitopo Hiss; gen

(= p426H7) marcador de seleccién URA3, promotor HXT7 acortado y

terminador CYC1

Plasmidos construidos en el marco de este trabajo

Plasmido Descripcion

p426H7-XI-Agro Clonacion de la X/ de A. tumefaciens en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Arab Clonacion de la X/ de A. thaliana en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hiss

p426H7-XI-BaLi Clonacion de la X!/ de B.licheniformis en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Burk Clonacion de la X/ de B.xenovorans en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hiss

p426H7-XI-Clos (H)!onacién de la X!/ de C.phytofermentans en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo
ise

Clonacion de la X! optimizada en codones de C.phytofermentans en p426HXT7-6HIS
p426H7-XI-Clos reponiendo el epitopo Hiss

Clonacion de la X/ de L.pentosus en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg
p426H7-Xl-Lacto Clonacion de la X/ de L.xyli en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hiss

p426H7-XI-Leif Clonacién de la X/ optimizada en codones de Pyromices sp.E2 en p426HXT7-6HIS
p426H7-0pt XI-Piro reponiendo el epitopo Hisg

Clonacion de la X/ de P.syringae en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg
Clonacion de la XI de R.biformata en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Pseudo

p426H7-XI-Robi Clonacion de la X/ de S.degradans en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hiss

p426H7-XI-Saccha Clonacion de la X/ de S.typhimurium en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Salmo Clonacion de la X/ de S.xylosus en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Staph Clonacion de la X/ de S.diastaticus en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hiss

p426H7-XI-Strep Clonacion de la X/ de X.campestris en p426HXT7-6HIS reponiendo el epitopo Hisg

p426H7-XI-Xantho

11
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3. Transformacion:
- Transformacion de E. coli

La transformacion de las células de E. coli tuvo lugar mediante el método de electroporacion segun Dower et al.
(1988) y Wirth (1993) mediante un aparato Easyject prima (EQUIBO).

- Transformacion de S. cerevisiae

La transformacion de cepas de S. cerevisiae con ADN del plasmido o bien fragmentos de ADN tuvo lugar segun el
método de acetato de litio de Gietz y Woods (1994).

4. Preparacion de ADN
- Aislamiento de ADN del plasmido de E. coli

El aislamiento de ADN del plasmido de E. coli tuvo lugar segun el método de la lisis alcalina de Birnboim y Doly
(1979), modificado segun Maniatis et al. (1982) o, alternativamente, con el “QlAprep Spin Miniprep Kit” de la razén
social Qiagen.

ADN del plasmido muy puro para secuenciaciones se prepard con el “Plasmid Mini Kit” de la razén social Qiagen
segun los datos del fabricante.

- Aislamiento de ADN del plasmido de S. cerevisiae

Las células de un cultivo de levadura estacionario (5 ml) se recolectaron mediante centrifugacion, se lavaron y se
resuspendieron en 400 pl de tampdn P1 (Plasmid Mini Kit, razén social Qiagen). Después de la adicion de 400 pl de
tampon P2 y 2/3 de volumen de perlas de vidrio (& 0,45 mm) tuvo lugar la disgregacion de las células mediante
sacudimiento durante 5 minutos en un aparato Vibrax (Vibrax-VXR de Janke & Kunkel o IKA). El sobrenadante se
mezclé con %2 volumen de tampdn P3, se mezcld y se incub6é durante 10 min en hielo. Después de una
centrifugacion durante 10 minutos a 13000 rpm, mediante adiciéon de 0,75 ml de isopropanol al sobrenadante, se
precipitod el ADN del plasmido a temperatura ambiente. EI ADN granulado mediante centrifugacion durante 30 min a
13000 rpm se lavo con etanol al 70%, se seco y se resuspendié en 20 pl de agua. 1 pl del ADN se empled para la
transformacion en E. coli.

- PCR de la colonia de B. licheniformis y S. degradans

Pequefias cantidades de células se recogieron con ayuda de un mondadientes de cultivos de bacterias que se
desarrollaban en placa y se transfirieron a un recipiente de reaccion de PCR. Después de la adicion de H,O, dNTP-
Mix 0,2 mM, tampén 1xPCR (contiene MgCl; 1,5 mM) y en cada caso 10 pmol del cebador de oligonucleétido
correspondiente, tuvo lugar la disgregacion de las células en un termociclador de la razén social Techne a 99°C
durante 10 min. Esta tanda se emple6 directamente como molde en una reaccién PCR. Mediante la adiciéon de 1 U
de polimerasa se inicio la reaccién en cadena de la polimerasa con un volumen total de 50 pl.

- Determinacion de la concentracion de ADN

La concentracién de ADN se midié mediante fotometria espectral en un intervalo de longitudes de onda de 240-300
nm. Si la pureza del ADN, determinada mediante el cociente Ezso nm/E2s0 nm, S€ encuentra en 1,8, entonces la
extincion Ezso nm = 1,0 corresponde a una concentracion de ADN de 50 ug de ADN/mI (Maniatis et al., 1982).

- Amplificacion de ADN mediante PCR
Uso del sistema Phusion™ High Fidelity

La reaccion en cadena de la polimerasa tuvo lugar en un volumen total de 50 pl con el “sistema de PCR Phusion™
High Fidelity” de la razén social Finnzymes segun los datos del fabricante. Cada una de las tandas consistia en 1-10
ng de ADN o 1-2 colonias de levadura como modelo de sintesis, mezcla de dNTP 0,2 mM, tampoén 1x2 (contiene
MgCl> 1,5 mM), 1 U de polimerasa y en cada caso 100 pmol del correspondiente cebador de oligonucledtidos. La
reaccion PCR se llevd a cabo en un termociclador de la razén social Techne y las condiciones de la PCR se
eligieron segun las necesidades como sigue:

1. 1X 30 s, 98°C desnaturalizacion del ADN
2. 30x 10 s, 98°C desnaturalizacion del ADN

12
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30 s, 52-62°C re-asociacion/union de los oligonucleotidos al ADN
50s, 72°C sintesis/alargamiento de ADN
3. 1X 7 min, 72°C sintesis/alargamiento de ADN

Después de la primera etapa de desnaturalizacién, se afiadié la polimerasa (“PCR de arranque en caliente”). El
numero de las etapas de sintesis, la temperatura de re-asociacion y el tiempo de alargamiento se adaptaron a las
temperaturas de fusion especificas de los oligonucleodtidos utilizados o bien al tamafio del producto a esperar. Los
productos de la PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de agarosa y a continuacion se purificaron.

- Purificacion de ADN de productos de la PCR

La purificacion de los productos de la PCR tuvo lugar con un kit “QlAquick PCR Purification ” de la razén social
Qiagen segun los datos del fabricante.

- Separacion por electroforesis en gel de fragmentos de ADN

La separacion de fragmentos de ADN con un tamafio de 0,15-20 kb tuvo lugar en geles de agarosa al 0,5-1% con
0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Como tampoén de gel y de desarrollo se utilizé tampon 1XTAE (Tris 40 mM, acido
acético 40 mM, EDTA 2 mM) (Maniatis et al., 1982). Como patrén de magnitud servia un ADN del fago lambda
cortado con las endonucleasas de restriccion EcoRIl y Hindlll. Las muestras de ADN se mezclaron, antes de
aplicacion, con 1/10 volumen de marcador azul (tampon 1xTAE, glicerol al 10%, azul bromofenol al 0,004%) y
después de la separacion se hicieron visibles mediante radiacién con luz UV (254 nm).

- Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de agarosa

El fragmento de ADN deseado se corté del gel de agarosa TAE bajo luz UV de onda larga (366 nm) y se aisl6 con el
kit “QlAquick Gel Extraction” de la raz6n social Qiagen segun los datos del fabricante.

5. Modificacion enzimatica de ADN
Restriccion de ADN

La disociacion especifica para la secuencia del ADN con endonucleasas de restriccion se llevé a cabo bajo las
condiciones de incubacion aconsejadas por el fabricante durante 1 hora con 2 -5 U de enzima por ug de ADN.

6. Analisis de los metabolitos

En diferentes momentos se tomaron muestras y se separaron por centrifugacion a 4°C durante 15 min a 13000 rpm
y del sobrenadante se tomaron 450 pl. La precipitacion de proteinas se llevd a cabo con acido sulfosalicilico al 50%.
1/10 del volumen de acido sulfosalicilico se afiadio a las muestras, se mezclo y se separ6 por centrifugacion durante
20 min a 13000 rpm a 4°C. El sobrenadante se recogi¢ y después de una dilucidn ulterior con agua se podian
emplear las muestras para la medicion. Como patrones servian muestras con D-glucosa, D-xilosa, xilitol, acetato,
glicerol y etanol que se emplearon en concentraciones de 0,05% p/v, 0,1% p/v, 0,5% p/v, 1,0% p/vy 2,0% plv.

Las concentraciones de azucar, asi como la concentracion de etanol se midieron mediante BioLC (Dionex). Se utilizd
en la medicién el automuestreador “AS50”, el horno de columna “TCC-100”, el detector Rl “RI-101” (Shodex) y la
bomba de gradiente “GS50”.

La medicion de las muestras se llevé a cabo con la columna VA 300/7.7 Nucleogel Sugar 810 H (Macherey Na1gel).
La columna se eluyd a una temperatura de 65°C con H,SO4 5 mM como eluyente y un caudal de 0,6 ml min". La
evaluacion de los datos tuvo lugar con el programa Chromeleon version 6.50™ (version 6.50, Dionex).

7. Medicion de actividades enzimaticas en S. cerevisiae
- Preparacion de extractos en bruto

Cultivos de 50 ml de células de levadura se hicieron crecer hasta la fase exponencial en medio minimo sintético con
glucosa al 2%. Las células se recolectaron, se lavaron dos veces en tampén Tris-HCI (pH 7,5) y se disgregaron con
ayuda de perlas de vidrio (@ = 0,45 mm) durante 8 min en un aparato Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) a 4°C.
Los fragmentos de células se separaron mediante centrifugacion durante 10 min a 13000 rpm. A continuacion, se
retir6 el sobrenadante y se completdé con tampén Tris-HCI frio (pH 7,5) hasta 2 ml y se empled como extracto bruto
para la determinacion de proteinas y para la medicion de las actividades enzimaticas o bien inhibicion de xilitol.
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- Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné con el kit “Roti-Quant” de la razén social Carl Roth GmbH + Co. segun
los datos del fabricante basados en Bradford (1976). Como patrén servia en este caso albimina de suero bovino
(BSA) en concentraciones de 0-100 ug/ml. Después de un tiempo de incubacién de al menos 5 min a temperatura
ambiente, las muestras se midieron en placas de microtitulacion con un fotémetro de placas de titulacién de la razén
social Molecular Devices a DOsg.

- Medicion de la actividad de xilosa-isomerasa

Para la determinacién de la actividad de xiloxa-isomerasa se cultivaron células de levadura recombinantes que
contenian el vector p426HT7-XI-Clos o bien p426H7-opt.XI-Clos, se recolectaron y se prepararon extractos brutos.
Como comparacién servian células de levadura recombinantes que contenian el vector p426HXT7-6HIS vacio. En
un volumen total de 1 ml se vigilé continuamente la reaccion de xilosa 6,25-500 mM con 100 ul de extracto bruto,
NADH 0,23 mM, MgCl; 10 mM, 2 U de sorbitol-deshidrogenasa en tampoén Tris-HCI 100 mM (pH 7,5). La
disminucion de NADH como magnitud de medida se determin6 por espectrofotometria espectral a una longitud de
onda de 340 nm. La reaccion se inicié6 mediante la adicion de xilosa.

- Medicion de la inhibicién de xilitol

Para la determinacion de la inhibicion de xilitol de la xilosa-isomerasa se cultivaron células de levaduras
recombinantes que contenian el vector p426H7-opt.XI-Clos, se recolectaron y se prepararon extractos brutos. Como
comparacion servian células de levadura recombinantes con el vector p426H7-opt.XI-Piro o bien el vector
p426HXT7-6HIS. En un volumen total de 1 ml se vigilé continuamente la reaccion de xilosa 6,25-500 mM con 100 pl
de extracto bruto, xilitol 10-100 mM, NADH 0,23 mM, MgCl, 10 mM, 2 U de sorbitol-deshidrogenasa en tampon Tris-
HCI 100 mM (pH 7,5). La disminucion de NADH como magnitud de medida se determiné por espectrofotometria
espectral a una longitud de onda de 340 nm. La reaccion se inicié6 mediante la adicion de xilosa.

Ejemplo 1: Rastreo de una xilosa-isomerasa procariotica (altamente) funcional
A) Construccion de la MKY09

En la cepa de levaduras CEN.PK2-1C se sobre-expresaron todos los genes de la via no oxidativa de fosfato de
pentosa, asi como la xiluloquinasa (XKS17) y GAL2. Para ello, los promotores endégenos fueron intercambiados por
el promotor HXT7 acortado. Esta cepa se denomind MKY09 y se empled para el rastreo de xilosa-isomerasas
funcionales.

B) Seleccion de las xilosa-isomerasas a ensayar

Con el fin de elegir una seleccion para las xilosa-isomerasas a ensayar se compararon secuencias de proteinas de
xilosa-isomerasas del banco de datos NCBI BLAST. En la Fig. 3 se muestra un extracto de las xilosa-isomerasas
obtenidas. Se eligieron 14 xilosa-isomerasas de diferentes organismos con el fin de someter a ensayo su
funcionalidad en levaduras.

C) Realizacion del rastreo

Para ello, se aisl6 ADN gendémico de los organismos. Las células se cultivaron, recolectaron y disgregaron (véase
para ello “Aislamiento de ADN del plasmido de S. cerevisiae” o bien “PCR de la colonia de B. licheniformis y S.
degradans). El marco de lectura abierto (ORF) de X/ de los organismos mencionados se amplific6 con cebadores
que presentaban adicionalmente zonas homologas con el promotor HXT7 o bien el terminador CYC1. Junto con el
vector p426HXT7-6HIS linearizado de EcoRl/BamHlI, los productos de la PCR obtenidos se transformaron en
levaduras y se clonaron a través de recombinacion in vivo en el plasmido entre el promotor HXT7 o bien el
terminador CYC1 (Fig. 4). La secuencia de los plasmidos obtenidos se verific a través de analisis de restriccion.
Ademas, de las nuevas isomerasas se debia investigar la funcionalidad y su efecto sobre la conversion de xilosa en
levaduras. A partir de los organismos Streptomyces diastaticus y Leifsonia xyli no se consiguio, sin embargo,
amplificar el producto de la PCR deseado con la xilosa-isomerasa. Por consiguiente, no se pudieron examinar las
dos xilosa-isomerasas en cuanto a la funcionalidad en levaduras.

D) Comportamiento en el crecimiento (placa)

De las 12 xilosa-isomerasas distintas sometidas a ensayo se encontré una xilosa-isomerasa que era funcional en la
cepa de levaduras MKY(09. Levaduras recombinantes que contenian xilosa-isomerasa de C. phytofermentans
mostraron un buen desarrollo sobre placas con contenido en xilosa (Fig. 5).
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Ejemplo 2: Optimizacion en codones del gen para la degradacion de xilosa en levaduras

A) Optimizacion en codones de genes después del uso de codones de los genes de la glucdlisis de S.
cerevisiae

Se determind el consumo de codones preferido de los genes de glucdlisis de S. cerevisiae y esta listado en la Tabla
1. Se optimizd en codones el ORF del gen X/ de C. phytofermentans. Es decir, las secuencias del marco de lectura
abierto se adaptaron al uso preferido del codén indicado mas adelante. La secuencia de proteinas de las enzimas
permanecio6 invariable. Los genes se sintetizaron en una razén social externa y se proporcionaron en forma secada
en vectores domésticos propios de la firma.

Datos mas detallados sobre la sintesis de genes se encuentran en www.geneart.com.

Tabla 1: Uso preferido del coddn de los genes glucoliticos de S. cerevisiae

Aminoacido Uso del codon de genes optimizados en codones
Ala GCT
Arg AGA
Asn AAC
Asp GAC
Cys TGT
Gin CAA
Glu GAA
Gly GGT
His CAC
lle ATT
Leu TTG
Lys AAG
Met ATG
Phe TTC
Pro CCA
Ser TCT
Thr ACC
Trp TGG
Tyr TAC
Val GTT
Terminacién TAA

B) Introduccién del gen xilosa-isomerasa optimizado en codones en la cepa MKY09
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Con el fin de someter a ensayo el gen xilosa-isomerasa optimizado en codones en la cepa MKYQ9, el gen hubo de
sub-clonarse en un vector de levadura. Para ello, el ORF de X/ optimizado en codones se amplificé con cebadores y
se clond en el vector p426HXT7-6HIS linearizado (véase “realizacion del rastreo”). La secuencia del plasmido
p426H7-opt.XI-Clos obtenido se verificd a través de analisis de restriccion. Para el ensayo de la funcionalidad de la
isomerasa utilizada en codones, el plasmido p426H7-opt.XI-Clos se transformé en la cepa MKY09. Cepas de
levaduras recombinantes mostraron en placas con medio con contenido en xilosa un buen desarrollo (Fig. 5).
Siguieron caracterizaciones adicionales de las X/ nativas y optimizadas en codones de C. phytofermentans.

Ejemplo 3: Caracterizacion de la xilosa-isomerasa procariética funcional
A) Comportamiento en el crecimiento y conversion en xilosa

El crecimiento de la cepa MKYQ9 con la xilosa-isomerasa nativa y la optimizada en codones de C. phytofermentans
se examind en un ensayo de crecimiento en medio con contenido en xilosa bajo condiciones aerobias. Como
comparacion servia el vector p426HXT7-6HIS vacio.

Las cepas se cultivaron en medio SC con glucosa al 0,1% y xilosa al 1,4% y se inocularon con una DOgy nm = 0,2 en
50 ml de medio SC con glucosa al 0,1% y xilosa al 1,4%. La incubacion tuvo lugar en matraces de agitaciéon bajo
condiciones aerobias a 30°C. Se tomaron varias muestras para la determinacion de la densidad 6ptica asi como
para la determinacion de la composicién del metabolito.

Las curvas de crecimiento demostraron que las levaduras recombinantes crecian todas en glucosa hasta una DO
600 de 2,5 (Tabla 2). Después de otras 50 h, la cepa de levaduras que contenia la xilosa-isomerasa nativa de C.
phytofermentans, empezd a crecer sobre xilosa y alcanzé una DO 600 final de 3,5 con una tasa de crecimiento
maxima de 0,0058 h™" sobre medio con contenido en xilosa. La cepa de levadura con la xilosa-isomerasa optimizada
en codones alcanzé asimismo una DO 600 final de 3,5. La tasa de crecimiento maxima ascendié a 0,0072 h'.
Transformantes de levadura con el vector p426HXT7-6HIS vacio no presentaron crecimiento alguno sobre xilosa y
comenzaron a morir ya después de 150 h.

Las levaduras recombinantes que contenian la xilosa-isomerasa nativa de C. phytofermentans o bien la xilosa-
isomerasa optimizada en codones se convirtieron en 312 horas sobre 2,6 g de xilosa (Fig. 6).

Tabla 2. Determinacion de la tasa de crecimiento maxima sobre xilosa (u)

MKYQ09 tasa de crecimiento max.

transformada con plasmido

p426H7-XI-Clos 0,0058
p426H7-opt.XI-Clos 0,0072

Con el ensayo pudo demostrarse que la introduccion de la xilosa-isomerasa nativa asi como de la optimizada en
codones de C. phytofermentans posibilita a las cepas de S. cerevisiae recombinantes el crecimiento sobre D-xilosa
asi como su conversion. Mediante la optimizaciéon en codones de la xilosa-isomerasa pudo alcanzarse una tasa de
crecimiento mayor.

B) Medicion de la actividad de xilosa-isomerasa

Se llevaron a cabo ensayos enzimaticos directamente después de la preparacion del extracto bruto. La actividad Xl
se llevé a cabo a 30°C en una mezcla de reaccion (Tris-HCI 100 mM, pH 7,5; MgCl, 10 mM, NADH 0,23 mM;
sorbitol-deshidrogenasa 2 U) con diferentes concentraciones de extracto bruto. La reaccién se inicié con xilosa 6,25-
500 mM.
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La determinacion de la cinética enzimatica de la forma nativa de la xilosa-isomerasa proporcioné un valor K, de
61,85 + 3,41 mM y para la forma optimizada en codones un valor Ky, de 66,01 + 1 mM (Fig. 7 y Tabla 3). Como era
de esperar, los valores Ky, son por consiguiente iguales, dado que no se diferencian significativamente uno de otro.

Vimax (Umol min” mg de proteina™) ascendié a 0,0076 para la forma nativa de la xilosa-isomerasa y a 0,0344 para la
forma optimizada en codones (Fig. 7). Por consiguiente, mediante la optimizacion en codones de la enzima se pudo
aumentar Vmax por encima de 450%.

Tabla 3
CEN.PK2-1C V max. Km
transformada con plasmido (umol min” (mM)

mg de proteina™)
p426H7-XI-Clos 0,0076 61,85+3,4
p426H7-opt.XI-Clos 0,0344 66,01 + 1

La cepa CEN.PK2-1C transformada con el plasmido p426H7-XI-Clos o bien p426H7-opt.XI-Clos se cultivd durante
una noche en medio completo sintético con glucosa al 2% sin uracilo. Se prepararon extractos brutos y se llevaron a
cabo ensayos enzimaticos cuantitativos.

C) Medicion de la inhibicién de xilitol

La determinacién de la inhibicién de xilitol de las xilosa-isomerasas tuvo lugar directamente después de la
preparacion del extracto bruto. La actividad de XI se llevé a cabo a 30°C en una mezcla de reaccion (Tris-HCI 100
mM, pH 7,5; MgCl, 10 mM; NADH 0,23 mM; sorbitol-deshidrogenasa 2 U) con concentraciones diferentes de
extracto bruto. Adicionalmente, en la mezcla de reaccion se encontraban concentraciones diferentes de xilitol (10 -
100 mM). La reaccion se inicié con xilosa 6,25-500 mM.

Ki se determiné mediante la ecuacion Ky’ = Ky, * (1 + i/Kj), representando i la concentracion de xilitol empleada y Kn’
el valor K, aparente con una concentracion de xilitol correspondiente.

La determinacion de las cinéticas de la inhibicion de xilitol de la xilosa-isomerasa de C. phytofermentans proporciond
un valor K; de 14,24 + 1,48 mM (Tabla 4). Como ya se ha descrito multiples veces (Yamanaka et al., 1969 y fuentes
citadas en el mismo) se trata de una inhibicién competitiva.

Tabla 4

CEN.PK2-1C Ki
transformada con plasmido (mM)
p426H7-XI-Piro 4,67 £ 1,77
p426H7-opt.XI-Clos 14,51 + 1,08

La cepa CEN.PK2-1C transformada con el plasmido p426H7-opt.XI-Clos o bien p426H7-opt.XI-Piro se cultivd
durante una noche en medio completo sintético con glucosa al 2% sin uracilo. Se prepararon extractos brutos y se
llevaron a cabo ensayos enzimaticos cuantitativos con concentraciones constantes de xilitol de 10-100 mM.
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Como comparacion servia la xilosa-isomerasa de Piromyces sp.E2 y el vector p426HXT7-6HIS vacio. El valor K;
determinado de la xilosa-isomerasa de Piromyces sp.E2 ascendi6 a 4,67 + 1,77 mM.

A partir de los valores K; determinados se desprende que la xilosa-isomerasa de C. phytofermentans es inhibida de
manera significativamente en menor medida por parte de xilitol que la xilosa-isomerasa de Piromyces sp.E2.

E) Ejemplos de vectores para la xilosa-isomerasa

El plasmido de partida para la construccién de p426H7-opt.XI-Clos era el plasmido p426HXT7-6HIS. En el caso del
vector se trata de un plasmido de expresion de 2 p que posee un marcador URAS.

Otros vectores de expresion posibles son los de la serie pRS303X, p3RS305X y p3RS306X. En este caso se trata
de vectores integrativos que poseen un marcador de antibiéticos dominante. Datos mas precisos de estos vectores
se encuentran Taxis y Knop (2006).
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Ala

Cys

Gly

15

Lys

Ser

Thr

Ala

Ile

95

Thr

Lys

Asn

Asn

Pro

Val

Trp

Thr

Lys

80

Glu

Phe

Glu

Asn

Ala
160



Asp

Thr

Gly

Met

Phe

225

His

Tyr

Thr

Asn

Gly

305

Ala

Asn

Ala

Lys

Asp

385

Gly

vVal

Ile

Tyr

Ala

210

Asp

Gln

Gly

Leu

Gly

290

Trp

Met

Phe

Tyr

Ala

370

Arg

Thr

Phe

Lys

Glu

195

Arg

Gly

Tyr

Leu

Ala

275

Ala

Asp

Leu

Asp

Gly

355

Ala

Tyr

Thr

Ala

Leu

180

Thr

Leu

Asp

Asp

Glu

260

Gly

Phe

Thr

Glu

Ala
340

Tyr

Glu

Ala

Ser

Tyr

165

Gly

Leu

Met

Phe

Phe

245

Lys

His

Gly

Asp

val

325

Lys

Ile

Ile

Ser

Leu
405
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Ala

Gly

Leu

Lys

Tyr

230

Asp

Asp

Thr

Ser

Gln

310

Leu

val

Ala

Ile

Tyr

390

Glu

Ala

Lys

Asn

Met

215

Ile

Thr

Phe

Phe

Val

295

Phe

Lys

Arg

Gly

Asp

375

Lys

Glu

Ala

Gly

Thr

200

Ala

Glu

Ala

Lys

Glu

280

Asp

Pro

Ala

Arg

Met

360

Asp

Thr

Leu

Lys

Tyr

185

Asp

Val

Pro

Thr

Met

265

His

Ala

Thr

Gly

Gly

345

Asp

Gly

Gly

Glu

23

Ile

170

val

Leu

Glu

Lys

Val

250

Asn

Glu

Asn

Asp

Gly

330

Ser

Thr

Arg

Ile

Gln
410

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro

235

Leu

Ile

Leu

Gln

val

315

Phe

Phe

Phe

Ile

Gly

395

Tyr

Asn

Trp

Leu

Gly

220

Lys

Ala

Glu

Ala

Gly

300

His

Thr

Glu

Ala

Ala

380

Lys

val

Ala

Gly

Glu

205

Arg

Glu

Phe

Ala

Met

285

Asp

Ser

Asn

Phe

Leu

365

Lys

Ala

Leu

Leu

Gly

190

Leu

Ala

Pro

Leu

Asn

270

Ala

Pro

Ala

Gly

Asp

350

Gly

Phe

Ile

Thr

Asp

175

Arg

Asp

Asn

Thr

Arg

255

His

Arg

Asn

Thr

Gly

335

Asp

Leu

val

Val

His
415

Ala

Glu

Asn

Gly

Lys

240

Lys

Ala

Val

Leu

Leu

320

Leu

Ile

Ile

Asp

Asp

400

Ser
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Glu Pro Val Met Gln Ser Gly Arg Gln Glu Val Leu Glu Thr Ile Val

24

420 425 430
Asn Asn Ile Leu Phe Arg
435

<210>2

<211> 1317

<212> ADN

<213> Clostridium phytofermentans

<400> 2
atgaaaaatt actttccaaa tgttccagaa gtaaaatacg aaggcccaaa ttcaacgaat 60
ccatttgctt ttaaatatta tgacgcaaat aaagttgtag cgggtaaaac aatgaaagag 120
cactgtcgtt ttgcattatc ttggtggcat actctttgtg caggtggtgc tgatccattc 180
ggtgtaacaa ctatggatag aacctacgga aatatcacag atccaatgga acttgctaag 240
gcaaaagttg acgctggttt cgaattaatg actaaattag gaattgaatt cttctgtttce 300
catgacgcag atattgctcc agaaggtgat acttttgaag agtcaaagaa gaatcttttt 360
gaaatcgttg attacatcaa agagaagatg gatcagactg gtatcaagtt attatggggt 420
actgctaata actttagtca tccaagattt atgcatggtg cttccacatc ttgcaacgca 480
gacgtatttg catatgctgc tgctaagatt aagaatgcat tagatgcaac aattaaatta 540
ggcggtaaag gttatgtatt ctggggtggt cgtgaaggtt atgaaacact tcttaataca 600
gatttaggac ttgagcttga taatatggct agacttatga agatggctgt agagtatggce 660
cgtgcaaatg gttttgatgg cgacttctat attgagccaa agccaaagga accaaccaag 720
catcaatatg attttgatac agcaaccgta cttgctttcc ttcgcaaata tggcttagaa 780
aaagatttca agatgaacat tgaagcaaac catgctactc ttgcaggtca tacctttgaa 840
catgaacttg caatggctag agttaatggt gcatttggtt ctgtagatgc aaaccagggt 900
gatccaaacc ttggatggga tacggatcaa ttcccaactg atgttcatag tgcaactctt 960
gcaatgcttg aagtacttaa ggctggtgga ttcactaacg gcggacttaa ctttgatgca 1020
aaggtaagac gtggttcctt cgaatttgat gatattgcat acggttatat tgcaggaatg 1080
gatacttttg cacttggttt aattaaggct gctgagatta tcgacgatgg tagaatcgca 1140
aaatttgtag atgatcgtta tgcaagctat aaaacaggaa ttggtaaagc aattgtggat 1200
ggaactacat ctcttgaaga attagagcag tatgttttaa cacatagtga accagtaatg 1260
cagagtggtc gtcaggaagt tcttgaaaca atcgtaaata atattttatt tagataa 1317
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<210> 3
<211> 1317
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de acidos nucleicos del marco de lectura abierto (ORF) de la xilosa-isomerasa de C.
phytofermentans en una forma optimizada en codones

<400> 3

atgaagaact
ccattcgctt
cactgtagat
ggtgttacca
gctaaggttg
cacgacgctg
gaaattgttg
accgctaaca
gacgttttcg
ggtggtaagg
gacttgggtt
agagctaacg
caccaatacg
aaggacttca
cacgaattgg
gacccaaact
gctatgttgg
aaggttagaa
gacaccttcg
aagttcgttg
ggtaccacct

caatctggta

acttcccaaa
tcaagtacta
tcgectttgte
ccatggacag
acgctggttt
acattgctcc
actacattaa
acttctctca
cttacgctgce
gttacgtttt
tggaattgga
gtttcgacgg
acttcgacac
agatgaacat
ctatggctag
tgggttggga
aagttttgaa
gaggttcttt
ctttgggttt
acgacagata
ctttggaaga

gacaagaagt

cgttccagaa
cgacgctaac
ttggtggcac
aacctacggt
cgaattgatg
agaaggtgac
ggaaaagatg
cccaagattce
tgctaagatt
ctggggtggt
caacatggct
tgacttctac
cgctaccgtt
tgaagctaac
agttaacggt
caccgaccaa
ggctggtggt
cgaattcgac
gattaaggct
cgcttcttac
attggaacaa

tttggaaacc

gttaagtacg
aaggttgttg
accttgtgtg
aacattaccg
accaagttgg
accttcgaag
gaccaaaccg
atgcacggtg
aagaacgctt
agagaaggtt
agattgatga
attgaaccaa
ttggctttet
cacgctacct
gctttcggtt
ttcccaaccg
ttcaccaacg
gacattgctt
gctgaaatta
aagaccggta
tacgttttga

attgttaaca

25

aaggtccaaa
ctggtaagac
ctggtggtgc
acccaatgga
gtattgaatt
aatctaagaa
gtattaagtt
cttctacctc
tggacgctac
acgaaacctt
agatggctgt
agccaaagga
tgagaaagta
tggctggtca
ctgttgacgc
acgttcactc
gtggtttgaa
acggttacat
ttgacgacgg
ttggtaaggc
cccactctga

acattttgtt

ctctaccaac
catgaaggaa
tgacccattc
attggctaag
cttctgttte
gaacttgttc
gttgtggggt
ttgtaacgct
cattaagttg
gttgaacacc
tgaatacggt
accaaccaag
cggtttggaa
caccttcgaa
taaccaaggt
tgctaccttg
cttcgacgct
tgctggtatg
tagaattgct
tattgttgac
accagttatg

cagataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1317
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
xilosa-isomerasa (XI) procaridtica y que es al menos un 95% idéntica, preferiblemente un 99% idéntica con la
secuencia de acidos nucleicos segun la SEQ ID NO. 2, o que es al menos un 95% idéntica, preferiblemente un 99%
idéntica con la secuencia de acidos nucleicos segun la SEQ ID NO. 3, para la transformacion de una célula, para la
expresion recombinante y la preparacion de la xilosa-isomerasa y/o para la conversion de xilosa en xilulosa por parte
de la célula,

en donde la xilosa-isomerasa (XlI) procede de Clostridium phytofermentans y comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 95% idéntica, preferiblemente un 99% idéntica con la secuencia de aminoacidos
segun la SEQ ID NO. 1.

2. Uso segun la reivindicacion 1, para

- la conversion y/o metabolizacion de biomaterial con contenido en xilosa,
- la preparacion de compuestos quimicos de origen bioldgico,

- la preparacion de biobutanol y/o de bioetanol.

3. Uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO. 3, que codifica una
xilosa-isomerasa (XI) procariética, comprende una secuencia de acidos nucleicos que esta optimizada en codones
para uso en una célula huésped.

4. Uso segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde la molécula de acido nucleico es una construccion
de expresion de acidos nucleicos que comprende secuencias de promotor y terminador, en donde el promotor esta
unido operativamente con la secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI), en donde
preferiblemente la construccion de expresién de acidos nucleicos comprende, ademas, secuencias de
reconocimiento 5’ y/o 3’ y/o marcadores de seleccion.

5. Uso segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula es una célula de levadura o una célula de
hifomiceto, en donde preferiblemente la célula de levadura es un miembro de un gen elegido del grupo de
Saccharomyces, Kuyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces,
Arxula y Yarrowia, preferiblemente es un miembro de una especie elegida del grupo de S. cerevisiae, S. bulderi, S.
barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus. K. lactis, K. marxianus y K. fragilis, en donde de manera
particularmente preferida la célula del hongo hifomiceto es un miembro de un gen elegido del grupo de Aspergillus,
Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium 'y Penicillium.

6. Célula que esta transformada con una construccion de expresién de acidos nucleicos que comprende:

(a) una secuencia de acidos nucleicos que codifica una xilosa-isomerasa (XI) procarittica, en donde la xilosa-
isomerasa (XI) procede de Clostridium phytofermentans y comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 95% idéntica, preferiblemente un 99% idéntica con la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO. 1,

(b) un promotor unido operativamente con la secuencia de acidos nucleicos que posibilita la expresion de la xilosa-
isomerasa (XI) en la célula,

en donde la expresién de la construccidon de expresion de acidos nucleicos confiere a la célula la capacidad de
isomerizar xilosa directamente en xilulosa,

en donde la célula es una célula eucaridtica, y en donde la célula esta transformada con una molécula de acidos
nucleicos tal como se define en las reivindicaciones 1 a 5.

7. Célula segun la reivindicacion 6, en donde la célula es una célula de levadura o una célula de un hifomiceto, en
donde preferiblemente la célula de levadura es un miembro de un gen elegido del grupo de Saccharomyces,
Kuyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, Arxula y
Yarrowia,

y preferiblemente es un miembro de una especie elegida del grupo de S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S.
exiguus, S. uvarum, S. diastaticus. K. lactis, K. marxianus y K. fragilis, y en donde de manera particularmente
preferida la célula del hongo hifomiceto es un miembro de un gen elegido del grupo de Aspergillus, Trichoderma,
Humicola, Acremonium, Fusarium'y Penicillium.
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8. Célula seguin una de las reivindicaciones 6 a 7, que esta transformada de manera transitoria o estable con la
construccion de expresion de acidos nucleicos o la molécula de acidos nucleicos tal como se definen en las
reivindicaciones 1 a 5.

9. Célula segun una de las reivindicaciones 6 a 8, que expresa, ademas, una o varias enzimas que confieren a la
célula la capacidad de producir otros productos de metabolizacion,

en donde los otros productos de metabolizacién se eligen preferiblemente del grupo de los compuestos quimicos de
origen bioldgico tales como acido lactico, acido acético, acido succinico, acido malico, 1-butanol, isobutanol, 2-
butanol, otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibidtico de [B-lactama o una
cefalosporina, alcanos, terpenos, isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno del principio activo anti-malaria
artemisinina.

10. Uso de una célula segun una de las reivindicaciones 6 a 8, para la conversion y metabolizacion, en particular
fermentacion, de biomaterial con contenido en xilosa y/o la preparacion de bioetanol.

11. Uso de una célula segun una de las reivindicaciones 6 a 9, para la conversion y metabolizacion, en particular
fermentacion, de biomaterial con contenido en xilosa y/o la produccion de un producto de metabolizacion,

en donde el producto de metabolizacion se elige preferiblemente del grupo de los compuestos quimicos de origen
biolégico tales como acido lactico, acido acético, acido succinico, acido malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanoal,
otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama o una cefalosporina,
alcanos, terpenos, isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno del principio activo anti-malaria artemisinina.

12. Procedimiento para la produccién de bioetanol, que comprende las etapas:

(a) reaccion de un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula segin una de las reivindicaciones 6
a 8, que convierte xilosa en etanol,

(b) opcionalmente, obtencién del etanol, en donde preferiblemente el medio contiene otra fuente de carbono,
en particular glucosa.

13. Procedimiento segun la reivindicacién 12, en el que la produccion de bioetanol tiene lugar con una tasa de al
menos 0,03 g de etanol por g de peso en seco de levadura y hora.

14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 12 a 13, en el que el rendimiento en etanol es de al menos 0,3
g de etanol por g de xilosa.

15. Procedimiento para la produccion de un producto de metabolizacién, que comprende las etapas:

(a) reaccion de un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula segun la reivindicacion 9 que convierte
xilosa con el fin de producir el producto de metabolizacion,

(b) opcionalmente, obtencién del producto de metabolizacion,

en donde el producto de metabolizacion se elige preferiblemente del grupo de los compuestos quimicos de origen
biolégico tales como acido lactico, acido acético, acido succinico, acido malico, 1-butanol, isobutanol, 2-butanoal,
otros alcoholes, aminoacidos, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiético de B-lactama o una cefalosporina,
alcanos, terpenos, isoprenoides o la molécula precursora amorfadieno del principio activo anti-malaria artemisinina,
en donde preferiblemente el medio contiene otra fuente de carbono, en particular glucosa.
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